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(57) Abstract 



The invention concerns a complex comprising at least a lipid and at least a therapeutically active substance useful for transferring 
said substance into a target cell, characterised in that said lipid is of formula (I): in which: ni, n2, identical or different are whole numbers 
between 0 and 1; Ri, R2, identical or different are: a) selected among the group consisting of a hydrogen atom and alkyl radicals with 1 to 
6 carbon atoms optionally substituted, independently of one another, by a hydroxyl radical; or b) in one particular case for which ni = ns = 
1, Ri and R2 can form together a divalent alkylene chain of 2 to 3 carbon atoms (C2-C3); R3, R4, identical or different are alkyl radicals of 
1 to 6 carbon atoms or can together form a divalent alkylene chain of 2 to 3 carbon atoms (C2-C3); m, p, identical or different are whole 
numbers between 1 and 10; R5, Re, identical or different are selected in the group consisting of radicals of formula: 1) R7 C('=0)-X- in 
which: X = NH, 0, S; R7 is an alkyl or alkenyl radical of 6 to 23 carbon atoms (C6-C23), linear or branched; 2) R8R9NC(=0)- in which: 
Rg, R9, identical or different are selected among the group consisting of the hydrogen atom or alkyl or alkenyl radicals of 6 to 23 carbon 
atoms, linear or branched, provided that Rg, R9, cannot simultaneously correspond to the hydrogen atom; 3) and one of the radicals R5, Re 
can moreover correspond to the hydrogen atom. The invention also concerns the use of said complex in gene therapy. 



(57) Abreg^ 

L' invention conceme un complexe comprenant au moins un lipide et au moins une substance thdrapeutiquement active utilisable pour 
le transfert de laditc substance h Tint^rieur d'une cellule cible, caract6ris6 en ce que ledit lipide est de formule (I), dans laquelle: ni, n2 
identiques ou diff6rents sont des nombres entiers choisis parmi 0 ou 1; Ri, R2 identiques ou diff6rents, sont: a) choisis panni le groupe 
constitu6 par un atome d'hydrog^ne et des radicaux alkyle de 1 ^ 6 atomes de carbone ^ventuellement substitu6s, ind6pendamment les 
uns des autres, par un radical hydroxyle; ou b) selon un cas particulier pour lequel ni = n2 = 1, Ri et R2 peuvent former ensemble une 
chatne divalente alkyl^ne de 2 ^ 3 atomes de carbone (C2-C3); R3, R4, identiques ou diff6rents sont des radicaux alkyle de 1 a 6 atomes 
de carbone ou peuvent former ensemble une chaine dlvalente alkyl^ne de 2 a 3 atomes de carbone (C2-C3); m, p identiques ou diff^rents 
sont des nombres entiers compris entre 1 et 10; R5, R6, identiques ou diff6rents sont choisis dans le groupe constitu6 par les radicaux de 
formule: 1) R? C(=0)-X- dans laquelle: X = NH, 0, S; R7 est un radical de 6 ^ 23 atomes de carbone (C6-C23) alkyle ou alc6nyle, lin^aire 
ou ramifi6; 2) R8R9NC(==0)- dans laquelle: Rg, R9, identiques ou diff6rents sont choisis parmi le groupe constitu6 par Fatome d'hydrogfene 
ou des radicaux de 6 ^ 23 atomes de carbone alkyle ou alc6nyle, lin^aires ou ramifies, k la condition que Rg, R9 ne puissent correspondre 
simultan6ment h I'atome d'hydrog^ne; 3) et Tun des radicaux R5, Re pouvant en outre correspondre h Tatome d'hydrogfene et son utilisation 
en th^rapie g^nique. 
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NOUVEAUX COMPLEXES LIPIDIQUES POUR LE TRANSFERT D' AU MOINS UNE 
SUBSTANCE THERAPEUTIQUEMENT ACTIVE, NOTAMMENT UN POLYNUCLEOTIDE, 
DANS UNE CELLULE CIBLE ET UTILISATION EN THERAPIE GENIQUE 

5 La pr^sente invention concerne de nouveaux complexes 

comprenant au moins un compost lipidique tel que d6fini ci-apr6s 
et au moins une substance th6rapeutiquement active. Plus 
particuli^rement, la pr6sente invention concerne 1' utilisation 
desdits complexes pour le transfert d'au moins une substance 

10 th6rapeutiquement active comportant des charges negatives, 
notamment un polynucleotide, dans une cellule cible, 
particuli^rement une cellule de vert6br6, et plus 
particulidrement de mammifdre. 

Le transfert de gene dans une cellule donn6e est la base 

15 meme de la th^rapie genique. Cette technologie dont le champ 
d' application est vaste, permet d' envisager le traitement de 
maladies graves pour lesquelles les alternatives thSrapeutiques 
classiques sont peu efficaces, voire inexistantes, et concerne 
aussi bien les maladies d' origine gen^tique (h^mophilie, 

20 mucoviscidoses myopathie, . . . ) qu' acquises (cancer, SIDA, • . . } - 

Au cours des 30 dernieres ann6es, de nombreux outils ont 
ete mis au point permettant 1' introduction de divers g^nes 
h^terologues dans des cellules, notamment des cellules de 
mammif^re. Ces diff^rentes techniques peuvent etre divis6es en 

25 deux categories. La premiere cat^gorie concerne les techniques 
physiques telies que la microinjection, 1' eiectroporation ou le 
bombardement particulaire qui, bien qu' ef f icaces , sont iargement 
limitees a des applications in vitro et dont la mise en oeuvre 
est lourde et delicate. La seconde cat^gorie fait appel ^ des 

30 techniques relatives ^ la biologie moleculaire et cellulaire 
pour lesquelles le g^ne ^ transferer est associe k un vecteur de 
nature biologique ou synthetique qui f avorise 1' introduction 
dudit materiel. 
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Actuellement, les vecteurs les plus efficaces sont des 
vecteurs viraux, en particuiier ad^noviraux ou r^troviraux. Les 
techniques d6velopp6es reposent sur les propri^t^s naturelles 
dont disposent ces virus pour traverser les membranes 
cellulaires, ^chapper la degradation de leur materiel 

gdn^tique et faire p6n6trer leur genome dans le noyau. Ces virus 
ont d6j^ fait I'objet de nombreuses 6tudes et certains d'entre 
eux sont d'ores et d6jA employes A titre experimental comme 
vecteurs de g^nes chez I'homme en vue par exemple d' une 
vaccination, d'une immunoth6rapie ou d'une th^rapie visant a 
supplier une d6ficience g6n6tique. Toutefois, cette approche 
virale pr6sente de nombreuses limitations^ notamment en raison 
de la capacity de clonage restreinte dans le g6nome viral, des 
risques de dissemination dans I'organisme hdte et dans 
1' environnement des particules virales infectieuses produites, 
du risque de mutagdn^se artdfactuel par insertion dans la 
cellule hote dans le cas des vecteurs retroviraux, et de la 
forte induction des r6ponses immunitaire et inf lammatoire in 
vivo lors du traitement thdrapeutique , limitant considerablement 
le nombre d' administrations pouvant etre envisagdes (Mc Coy et 
al, 1995, Human Gene Therapy, 6, 1553-1560 ; Yang et al., 1996, 
Immunity, 1, 433-442) . Ces nombreux inconv6nients , notamment 
dans le cadre d' un usage chez I'homme, ont conduit plusieurs 
equipes a developper des syst^mes alternatifs de transfert de 
polynucleotides • 

Plusieurs m6thodes non-virales sont disponibles ^ I'heure 
actuelle. Citons pour exemples la coprecipitation au phosphate 
de calcium, 1' utilisation de rdcepteurs mimant les systeraes 
viraux (pour une revue voir Gotten et Wagner, 1993, Current 
Opinion in Biotechnology, 4, 705-710), ou 1' utilisation de 
polymeres tels que le polyamidoamine (Haensler et Szoka, 1993, 
Bioconjugate Chem, , 4, 372-379), ou de polymere tels que ceux 
presentes dans WO 95/24221 decrivant 1' utilisation de polym^res 
dendritiques, le document WO 96/02655 decrivant 1' utilisation de 
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polyethylene imine, ou de polypropylene imine et les documents 
US-A- 5 595 897 et FR 2 719 316 decrivant 1' utilisation de 
conjugu^s de poiylysine, D'autres techniques non virales 
s'appuient sur 1' utilisation de liposomes dont l'int6ret ^ titre 
d' agent permettant 1' introduction ^ I'intdrieur de cellules de 
substances pharmaceutiquement actives, telles que par exemple 
I'ADN, I'ARN ou les prot6ines a 6t6 largement d^crit dans la 
litt6rature. A cette fin, plusieurs 6quipes ont d6jA propos6 
1' utilisation de lipides cationiques qui pr6sentent une forte 
affinity ^ l'6gard des membranes cellulaires et/ou des acides 
nucleiques. En effet, bien qu' il ait 6t6 montre, dans le cas des 
acides nucleiques, que ce type de macromol6cule est capable de 
traverser la membrane plasmatique de certaines cellules in vivo 
(WO 90/11092), il n'en demeure pas moins que I'efficacite de la 
transfection observee est encore tres limitee, en raison 
notamment de la nature polyanionique des acides nucleiques qui 
previent leur passage au travers de la membrane cellulaire, 
presentant elle-meme une charge apparente nette negative, D^s 
1989 (Feigner et al., Nature, 337, 387-388) les lipides 
cationiques ont 6te pr^sent^s comme des molecules int6ressantes 
pour favoriser 1' introduction de grosses mol6cules anioniques, 
telles que les acides nucleiques, dans certaines cellules. Ces 
lipides cationiques sont capables de se complexer aux molecules 
anioniques tendant ainsi a neutraliser les charges negatives 
desdites molecules et ^ favoriser leur rapprochement vers les 
cellules. De nombreuses equipes ont d^j^ d^velopp^ diff^rents 
lipides cationiques. A titre d'exempies, on peut citer le DOTMA 
(Feigner et al . , 1987, PNAS, 84, 7413-7417), le DOGS ou 
Trans fee tam"^" (Behr et al 1989, PNAS, 86, 6982-6986), le DMRIE et 
le DORIE (Feigner et al., 1993, Methods 5, 67-75), le DC-CHOL 
(Gao et Huang, 1991, BBRC, 179, 280-285), le DOTAP"^ (McLachlan 
et al., 1995, Gene Therapy, 2, 674-622) ou la Lipof ectamine"*, 
ainsi que ceux d6crits dans les demandes de brevet WO9116024 ou 
W09514651 ou WO-A-9405624 . 
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Plus particulierement, la demande de brevet WO-A-9514 651 
d^crit des lipides cationiques de formule : 



dans laquelle R est une chaine lin^aire, un groupe alkyle 
aliphatique de 5 ^ 29 atomes de carbone, Y est -CH:- ou CO, R' 
est un radical alkyle inf6rieur, m est un nombre entier de 0 ^ 
1, n est 0 ou 1, le nombre total d' atomes de carbone de R et 
(CH2)m etant au moins 6gal ^ 10. 

Toutefois, plusieurs travaux (a titre d'exemples, voir 
Mahato et al., J, Pharm. Sci,, 1995, 84, 1267-1271, Thierry et 
al., 1995, P.N,A.S, 92, 9742-9746) ont mis en evidence que 
I'efficacit^ du transfert a 1' interieur des cellules de la 
macromol^cule anionique pouvait varier en fonction notamment de 
1 ' interaction entre les complexes et les membranes cellulaires, 
de la cellule consid^r^e, de la composition lipidique des 
composes cationiques, de la taille des complexes formes avec les 
molecules anioniques et plus part iculi^rement du rapport de 
charges positives et negatives des diff^rents composants dudit 
complexe. Les m^canismes qui permettent en particulier 
1 ' interaction des complexes avec les membranes cellulaires et le 
transfert des complexes a l'int6rieur de la cellule sont encore 
largement meconnus et les chercheurs precedent dans leurs 
travaux selon une approche fortement empirique. D'autres 
facteurs, tels que par exemple la formation des complexes, la 
stability, le comportement in vivo, ou eventuellement leur 
toxicity, rendent en outre le choix des lipides k priori non 
Evident. II est par consequent souhaitable de proposer d'autres 
lipides cationiques, permettant de concevoir de nouveaux 





(R-Y-O-CH^-iCH^) 
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vecteurs non-viraux ou complexes iipidiques ayant 6ventueliement 
des propriet6s amelior^es ou diff^rentes de ceux deja decrits. 

La pr6sente invention concerne en premier lieu un complexe 
comprenant au moins un lipide et au moins une substance 
th^rapeutiquement active, comportant notamment des charges 
negatives, utilisable pour le transfert de ladite substance ii 
I'int^rieur d'une cellule cible, caract6ris<S en ce que ledit 
lipide est de formule I : 

(Rl)nl 1^3 (R2)n2 

\ / \ / I 

N 



dans laquelle : 

nw n: identiques ou diff6rents sont des nombres entiers 
choisis parmi 0 ou 1, 

Ki, R: identiques ou diff^rents, sont ; 

a) choisis parmi le groupe const itue par un atome 
d' hydrog^ne et des radicaux alkyle de 1 a 6 atomes de carbone 
eventuellement substituds, inddpendamment les uns des autres, 
par un radical hydroxyle, ou 

b) selon un cas particulier pour lequel nl = n2 = 1, Rl 
et R2 peuvent former ensemble une chaine divalente alkyl^ne de 2 
a 3 atomes de carbone (C2-C3) , 

R3, R4, identiques ou diff6rents sont des radicaux alkyle 
de 1 ^ 6 atomes de carbone ou peuvent former ensemble une chaine 
divalente alkyl^ne de 2 ^ 3 atomes de carbone {C2-C3), 

m, p identiques ou diff6rents sont des nombres entiers 
compris entre 1 et 10, 

R5, R^r identiques ou differents sont choisis dans le 
groupe constitu6 par les radicaux de formule : 

1) Rt C(=0)-X- dans laquelle : 
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X = NH, 0, S, 

Rt est un radical de 6 a 23 atomes de carbone (C— C^^,) 
alkyie ou alcenyle, lin^aire ou ramifie, 

2) R„RoNC(=0)- dans laquelie : 

Rn, R.W identiques ou diffdrents sont choisis parmi le 
groupe constitu^ par I'atome d'hydrogdne ou des radicaux de 6 ^ 
23 atomes de carbone alkyie ou alc6nyle, lin6aires ou ramifies, 
^ la condition que Ru, R«i ne puissent correspondre simultan6ment 
^ 1' atome d'hydrog^ne, et 

3) I'un des radicaux R^ Ro pouvant en outre correspondre ^ 
1' atome d' hydrog^ne . 

Selon un cas tr^s particulier, lorsque ni ou nj est egal 
a 0 et n:- ou ni est egal ^ 1, respectivement , il est possible de 
former une chaine aikyl^ne a 1 seul atome de carbone entre les 
deux azotes avec Rl, R2 . Une telle chaine peut egalement etre 
obtenue entre les deux azotes avec R3 ou R4 . 

Par le terme «alc6nyle»r on entend indiquer que la chaine 
carbonee dont il est question peut comprendre une ou plusieurs 
double (s) liaison(s) le long de ladite chaine. 

Selon une variante, le lipide compris dans un complexe de 
1' invention est un lipide de formule II : 



R7-C-HN-(CH2)m^ ^ (CH2)p-NH-C-K7 

O O 

dans laquelie : 

ni, n2 identiques ou diff brents sont choisis parmi les 
nombres entiers 0 ou 1, 

Ri, R2, identiques ou diff6rents sont choisis parmi le 
groupe consistant en un atome d' hydrog^ne et des radicaux alkyie 
de 1 ^ 6 atomes de carbone, ^ventuellement substitu6s 
independamment les uns des autres par des radicaux hydroxyles, 
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dans le cas particulier ou Oi = = 1, Rw peuvent former 

ensemble une chalne divalente alkyl^ne de 2 a 3 atomes de 
carbone, 

m, p identiques ou diff^rents sont des nombres entiers 
compris entre 1 et 10, 

Ri identique ou different est un radical de 6 «k 23 atomes 
de carbone alkyle ou alc^nyle, lin6aire ou ramifi6. 

De pr6f6rence les radicaux Ri C{=0), identiques ou 
differents sont des radicaux de 13 ^ 18 atomes de carbone , 
notamment les radicaux ol6oyle, st^aroyle, palmitoyle, 
myristoyle . 

Seion un cas avantageux de 1' invention, ledit lipide est 
sous forme cationique, c' est ^ dire qu' il est sous forme 
protonee par fixation d' un proton sur un ou plusieurs atomes 
d' azote- Dans ce cas, ledit lipide cationique est associ^ a un 
ou plusieurs anions biologiquement acceptables, tels que par 
exemple 1' anion trif luoroac6tate , halog^ne, monom6thylsulf ate, 
acetate ou phosphate, iodure, chlorure, bromure. . . Bien entendu, 
et d'une maniere g^nerale, lorsque la somme ni + n: est 1 ou 2 , 
ledit lipide est associe ^ un anion de charge negative egale ^ 
Hi + nn ou ^ deux anions de charge totale 6gale ci ni + n^ 
biologiquement acceptables. Par «anion biologiquement 
acceptable», on entend que les anions sont tels que les lipides 
cationiques peuvent etre introduits dans la cellule ou etre 
presents dans la membrane cellulaire. 

De pr6f6rence, les lipides compris dans les complexes selon 
1' invention sont choisis dans le groupe constitu6 par les 
composes de formules suivantes, eventuellement sous forme 
cationique : 
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/ 

C13H27 



•NH 



J N N- 



\ 

HN- 



O 



III 



\ 



pcTG23 



C13H27 



/ 

C13H27 



-NH 



\ 

HN- 



O 



IV 



\ 



pcTG24 



13^27 



/ 

-NH 



N N- 



pcTG30 



HN ^ 



D V 




pcTG38 
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Les lipides cationiques de formule II utilises selon 
1' invention sont prepares par reaction d ' une tetramine de 
formule : 



avec des acides de formule R7COOH, 

R7, m, p ayant la meme signification que dans le compost de 
formule II pour obtenir le diamide correspondant . 

Ce dernier compose est eventuellement alkyl6 sur les atomes 
d' azote du cycle, par reaction avec un halogenure d'alkyle. II 
peut egalement etre protonne sur les memes atomes d' azote par 
traitement avec un acide . 

La reaction d' alkylation est effectu^e au moyen d' un 
halogenure d'alkyle ou dihalog^nure d'alkyl^ne en milieu 
organique . 

Pour une mise en oeuvre pratique, on se r^f^rera aux 
exemples de realisation indiques dans la description. 

Les proc^d^s d6crits sont applicables en general aux 
synthases de lipides utilises selon 1' invention eventuellement 
apres adaptations a la portee de I'homme du metier. 

Selon une autre variante, le lipide compris dans les 
complexes de 1' invention correspond a la formule VII ; 



\ 




XVIII 



(Rl)nl 



.R3 



R4 



{R2)n2 




\ 




VII 



(CH2)p-C-N 
0 
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dans laqueile : 

rii, identiques ou diff6rents sont des nombres entiers 

choisis parmi 0 ou 1, 

Ru R: identiques ou diff6rents, sont 
5 a) choisis parmi le groupe constitu^ par un atome 

d'hydrog6ne et des radicaux alkyle de 1 ^ 6 atomes de carbone 
6ventuellement substitu6s, ind6pendamment les uns des autres, 
par un radical hydroxyle, ou 

b) selon un cas particulier pour lequel ni n- « 1, Ri et 
10 R: peuvent former ensemble une chaine divalente alkyl^ne de 2 ^ 
3 atomes de carbone (C2-C3), 

R3f R4/ identiques ou diff6rents sont des radicaux alkyle 
de 1 ^ 6 atomes de carbone ou peuvent former ensemble une chaine 
divalente alkyl^ne de 2 ^ 3 atomes de carbone (C2-C3), 
15 m, p identiques ou diff^rents sont des nombres entiers 

compris entre 1 et 10, 

Rq, R9/ identiques ou diff6rents sont choisis parmi le 
groupe consistant en 1' atome d'hydrog6ne ou des radicaux de 6 4 
23 atomes de carbone alkyle ou alc^nyle, lin6aires ou ramifies, 
20 k la condition que Ra, R<» ne puissent correspondre simultan6ment 
^ 1' atome d'hydrog^ne, et 

les radicaux NReRg de chaque c6t6 de la molecule peuvent 
etre diff^rents. 

De prdf6rence Rg et R9 sont choisis parmi les radicaux de 6 
25 ^ 23 atomes de carbone alkyle ou alc6nyle. 

De pr^f^rence, les lipides des complexes sont choisis dans 
le groupe constitu6 par les composes de formules suivantes : 

C»H„ / N' N'- . 

CeHu O O 

pcTG40 



•N. 



< 



,C8Hi7 



VIII 



CaH 



ani7 
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CeH-i 




N(octyl)2 




N(octyl)2 



Diamide AN1 181 



pcTG42 



CbH 



8^17 



IX 



C«H 



8^17 



O 



2X" 




NRa 



ANI1 16 F1, ANI1 16 F2 : R = -(CHz)?^©, X = T 
ANIl 150 F1, ANII 150 F2 : R = -(CH2)i3Me, X=: Br" 
ANI1 157 F1, ANll 157 F2 : R = olcyle, X = Br 



15 O 



20 




ANII 22 F1 , ANII 22 F2 : R = -(CH2)7Me 
ANI1 152 F1, ANI1 152 F2 : R = -(CH2)i3Me-. 
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NR2 




DIamldo ANII 21 : R = -(CH2)7Mo 
DIamldo ANI1 151 : R = -(CH2)t3Mo 

Selon une autre variante, le lipide utilise correspond A la 
f ormule 

(Rl)nl R3 (Il2)n2 

N JSF 
9 / \ , , H 

R9R8NC-(CH2)m (CH2) p-H 



dans laquelle : 

Hi, ri: identiques ou diff brents sont des entiers choisis 
parmi 0 ou 1 , 

R\, Rzt identiques ou diff^rents, sont 

a) choisis parmi le groupe constitu^ par un atome 
d'hydrog^ne et des radicaux alkyle de 1 ^ 6 atomes de carbone 
6ventuell€inent substitu6s, ind6pendamment les uns des autres, 
par un radical hydroxyle, ou 

b) selon un cas particulier pour lequel ni = n2 = 1, Ri et 
Rn peuvent former ensemble une chaine divalente alkyl^ne de 2 ci 
3 atomes de carbone (C2-C3), 

m, p identiques ou diff^rents sont des nombres entiers 
compris entre 1 et 10, 

Rb/ Ro, identiques ou differents sont choisis parmi le 
groupe constitu6 par 1' atome d'hydrog^ne et des radicaux de 6 ^ 
23 atomes de carbone alkyle ou alcenyle, lin^aires ou ramifies. 
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a la condition que Rg, R9 ne puissent correspondre simultanement 
a I'atome d'hydrogdne, 

De pr6f6rence, de tels lipides sont choisis dans le groupe 
constitu6 par les composes de formules suivantes : 




XI 



8^17 



pcTG50 



Ci4H29-v^ / \ / CH 

C14H29 o ^BrM" 



3 



pcTGSl 



13 



-N* Nt-s 

^ CH, CH, 

C14H29 o 



pcTG52 



XIII 
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HO, 



Ct4H20 



/ \ 

J* N 

'Ur-.l- 



,OH 



"CH- 



XIV 



pcTG53 



CIl3-(CIl2)7-CII-CII(CIl2)8 

V 

Cll3-(CU2)7-Cll-CII(Cll2)8 



HaC^ / \ ^CH3 

CH3 



'21- 



XV 



pcTG54 



CH3-(CH2)7-Cn-CII(Cll2)8 



Cll 



3-(CH2)7-Cll-CII(CIl2)8 



HaC^ / \ ^CH3 



CH3 



XVI 



pcTG55 



S De tels lipides cationiques peuvent &tre pr&par^s par reaction 
d'une diamine de Cormule : 



HN NH XIX 



10 
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avec un amide tij-halog6n6 de formule 



O 

X - (CH2),„ - C 



N 



/ 



XX 



R\, R2, Rjf R4/ Rfl, ayant la m§me signification que 

dans la formule VII. X est un atome d' haiog^nure XX. 

L'un des bromures utilises ^ titre d' halogdne (m=l, p=l, 
Ra=R9=octyle) est dej^ d^crit dans Li, T. ; Diederich, F. J, Org 
Chem. 1992, 57, 3449-3454, de meme que son utilisation dans la 
dialkylation de N(CH2-CH:)3N (=diazabicyclo [ 2 . 2 . 2 ] octane) . 

Toutefois, les lipides compris dans les complexes de 
1' invention ne sauraient se limiter k ceux obtenus par les modes 
de preparation d^crits pr^cedemment . 

Par ailleurs, selon des variantes de realisation de 
1' invention, les lipides compris dans les complexes et d^crits 
ci-dessus peuvent presenter les variations suivantes, prises ou 
non en combinaison entre elles: 

de preference Ri et/ou R2 ou R3 et/ou R4 est le radical 
methyle ; 

de preference Ri et R2 ou Rj et R4 forment ensemble une 
chaine ethylene ; 

de preference Ri et R^ ou R3 et R4 forment ensemble une 
chaine propylene ; 

de preference m et/ou p sont des nombres entiers compris 
entre 1 et 6 . 

dans le cas de la formule X, de preference m est un nombre 
entier compris entre 1 et 6, p=l . 

Selon un cas particulier de 1' invention, un ou plusieurs 
ligands d' interet peuvent §tre fixes sur les lipides par 
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1' intermediaire d' au moins un des atomes d' azote, voire de I'un 
des groupe R. De tels ligands peuvent notamment consister en une 
molecule de marquage (voir molecules de marquage dans US 
4711955), une molecule de cibiage cellulaire (peptide GRP, 
Gastrin Releasing Peptide, par exemple), une molecule d'ancrage. 
De tels 616ments peuvent permettre le cibiage vers un type 
cellulaire particulier, faciliter la p6n6tration ii 1' int6rieur 
de la cellule, la lyse des endosomes ou encore le transport 
intracellulaire et sent largement d6crits dans la litt^rature, 
II peut s' agir par exemple de tout ou partie de sucres, de 
peptides, d' oligonucl6otides, de lipides, d' hormones, de 
vitamines, d'antig^nes, d'anticorps, de ligands sp6cifiques de 
recepteurs membranaires, de ligands susceptibles de reagir avec 
un anti-ligand, de peptides f usogeniques , de peptides de 
localisation nucleaire, ou d'une combinaison de tels composes. 
On peut citer plus particuli^reraent les r^sidus galactosyl 
permettant de cibler le r^cepteur asyaioglycoprot6ique A la 
surface des cellules h^patiques, le peptide fusog^nique INF-7 
derive de la sous-unit^ HA-2 de 1' h^magglutinine du virus 
influenza (Plank et al. 1994, J. Biol. Chem. 269, 12918-12924) 
ou d'un signal de localisation nucleaire d6riv6 de I'antig^ne T 
du virus SV40 (Lanford et Butel, 1984, Cell 37, 801-813) ou de 
la prot^ine EBNA-1 du virus Epstein Barr (Ambinder et al., 1991, 
J, Virol. 65, 1466-1478). De tels conjugu^s peuvent etre 
ais6ment obtenus selon les techniques largement d^crites dans la 
litt^rature. 

II convient par ailleurs de pr^ciser que 1' invention 
concerne 6galement des complexes comprenant I'un, 1' autre ou un 
melange des diast6r6oisom6res (cis et/ou trans) correspondant au 
lipide compris dans un tel complexe. En effet, le d^posant a par 
ailleurs montr6 que I'un ou 1' autre de ces isom^res (cis ou 
trans) pouvait presenter des propri6t6s am61ior6es par rapport d 
son isom^res oppose (trans ou cis, respect ivement) en terme 
d'efficacit^ de transf ection. L' identification des isom^res peut 
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ais6ment etre r^alisee selon des techniques bien connues de 
I'homme de I'art, notamment par mesure du spectre RMN et/ou 
cristallisation de la composition renfermant le lipide analyse. 

A titre d' exemples de diast6r6oisomdres, on peut notanunent 
citer les lipides pr^sentant les formules suivantes : 



Octy 



Octyl 




Octy I 



Octy 1 



Oclyl 



pcTGSB 




CH3 


0 




1 



Octyl 



N 

I 

Octyl 



pcTG57 
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Seion un autre aspect, 1' invention concerne 6galement un 
complexe lipide/substance th^rapeutiquement active tel que 
d^crit pr6c6deinment caract^rise en ce qu' il comprend en outre au 
moins un adjuvant susceptible d'am^liorer la formation des 
complexes entre undit lipide et une dite substance 
th^rapeutiquement active, ou d'am^liorer le f onctionnement de 
ces complexes vis-^-vis de la cellule. 

De manidre pr^f^r^e, un tel adjuvant sera un lipide neutre 
ou zwitterionique, tel que par exemple un triglyceride, un 
diglyceride, le cholesterol (voir par exemple US 5 438 044), en 
particuiier, un lipide neutre ou zwitterionique qui est ou qui 
derive d' une phosphatidyl 6thanolamine (PE), 

phosphatidylcholine, phosphocholine, sphyngomy61ine, c6ramide ou 
c6r6broside. De mani^re avantageuse, on choisira la 
dioleoyiphosphatidyl 6thanolamine (DOPE) ou la phosphatidyl 
ethanolamine (PE) . 

Le rapport en poids entre le lipide et ledit adjuvant est 
g6n6ralement compris entre 0,1 et 10, €tant entendu que ce 
rapport peut varier selon la nature des composants consid^r^s. 
L' homme du metier dispose des connaissances suf f isantes pour 
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permettre ces adaptations mineures. II est egalement possible 
d'utiliser un melange de lipides neutres et/ou zwitterioniques 
ou encore un melange de lipides cationiques et de lipides 
neutres et/ou zwitterioniques. 

5 Selon un autre aspect, 1' invention concerne 6gaicmcnt une 

composition destin6e au transfert d' une substance 
th^rapeutiquement active ^ 1' int6rieur d'une cellule cible 
comprenant au moins un lipide tel que ceux pr6c6demment d6crits 
pour les complexes et au moins un adjuvant tel que d6crit ci- 

10 dessus. 

Selon un mode particulier de realisation, ladite substance 
th^rapeutiquement active conform6ment ^ 1' invention est choisie 
parmi les acides nucl6iques et les prot^ines. De pr6f6rence, la 
substance active du complexe selon 1' invention est un 
15 polynucleotide, ledit lipide permettant alors d' ameliorer le 
pouvoir transfectant du polynucleotide dans une cellule. 

Par «poiynucl6otide», on entend designer un fragment d'ADN 
et/ou d'ARN, double brin ou simple brin, lindaire ou circulaire, 
natural isoie ou de synthase, d^signant un enchainement precis 
20 de nucleotides, modifies ou non (voir ^ titre d' exemple US 
5525711), marques ou non (voir, par exemple, US 4711955 ou EP 
302175), permettant de definir un fragment ou une region d'un 
acide nucieique sans limitation de taille. Par polynucleotide on 
entend designer notamment un cADN, un ADN genomique, un ADN 
25 plasmidique, un ARN messager, un ARN antisens, un ribozyme, un 
ARN de transfert, un ARN ribosoraique, ou un ADN codant pour de 
tels ARN. «Polynucieotide» ou «acide nucieique» sont des termes 
synonymes dans le cadre de la pr6sente demande. Par "anti sens", 
on entend designer un acide nucieique ayant une sequence 
30 compiementaire k une sequence cible, par exemple une sequence 
d'ARNm dont on cherche ci bloquer 1' expression par hybridation 
sur la sequence cible; et par "sens", un acide nucieique ayant 
une sequence homologue ou identique ^ une sequence cible, par 
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exempie une sequence qui se lie ^ un facteur de transcription 
proteique et impliquee dans 1' expression d'un gene donn6 . 

Seion un mode de realisation particulier de 1' invention, 
ledit polynucleotide comprend un g^ne 6' int6ret et des 616ments 
permettant 1' expression dudit g^ne d'int6rct. Dans ce mode de 
realisation, ledit polynucleotide est avantageusemont sous forme 
de plasmide- Les elements permettant 1' expression sont 
1' ensemble des ei6ments permettant la transcription dudit 
fragment d'ADN en ARN (ARN antisens ou ARNm) et la traduction de 
I'ARNm en polypeptide. II s'agit notamment des sequences 
promotrices et/ou des sequences de regulation efficaces dans 
ladite cellule, et eventuellement les sequences requisent pour 
permetcre 1' excretion ou 1' expression a la surface des cellules 
cibles dudit polypeptide. A titre d' exempie, on mentionnera les 
promoteurs tels que les promoteurs des virus RSV, MPSV, SV40, 
CMV ou 7.5k, du virus de la vaccine, les promoteurs du gene 
codant pour la creatine kinase musculaire, pour I'actine, pour 
le surfactant pulmonaire, II est en outre possible de choisir 
une sequence promotrice specif ique d'un type cellulaire donne, 
ou activabie dans des conditions definies. La litterature 
procure un grand nombre d' informations relatives k de telles 
sequences promotrices. Par ailleurs, ledit polynucleotide peut 
comprendre au moins deux sequences, identiques ou differentes, 
presentant une activite de promoteur transcr iptionnel et/ou au 
moins deux sequences codantes d'ADN, identiques ou differentes, 
situees 1' une par rapport a 1' autre de mani^re contigu^, 
eioignee, dans le mdrae sens ou en sens inverse, pour autant que 
la fonction de promoteur transcriptionnel ou la transcription 
desdites sequences ne soit pas affectee. De meme, dans ce type 
de construction d' acide nucieique, il est possible d' introduire 
des sequences nucieiques «neutres» ou introns qui n' af f ectent 
pas la transcription et sont epissees avant 1' 6tape de 
traduction. De telles sequences et leurs utilisations sont 
decrites dans la litterature. Ledit polynucleotide pourra 
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egalement renfermer des sequences requises pour le transport 
intraceilulaire, pour la replication et/ou pour 1' integration. 
De telles sequences sont bien connues de I'honune de I'art. Par 
ailleurs, les polynucleotides selon la pr6sente invention 
peuvent egalement etre des polynucleotides modifies de sortc 
qu' il ne ieur est pas possible de s' integrcr dans le g6n6me de 
la cellule cible ou des polynucleotides stabilises & I'aide 
d' agents, tels que par exemple la spermine, 

Dans le cadre de la presente invention, le polynucleotide 
peut etre homologue ou heterologue ^ la cellule cible. II peut 
etre avantageux d'utiliser un polynucleotide qui code pour tout 
ou par tie d' un polypeptide, notamment un polypeptide presentant 
une activite therapeutique ou prophylactique, et plus 
particulierement une activite imraunogene de type celiulaire ou 
humorale. Le terme polypeptide s'entend sans restriction quant ^ 
sa taille ou son degre de modification (par exemple de 
glycosylation) . On peut ^ titre d' exemples citer les genes 
codant pour un enzyme, une hormone, une cytokine, un recepteur 
membranaire, un polypeptide structural, un polypeptide formant 
un canal membranaire, un polypeptide de transport, une molecule 
d' adhesion, un ligand, un facteur de regulation de la 
transcription, de la traduction, de la replication, de la 
stabilisation des transcripts, ou un anticorps, tels que par 
exemple le gene codant pour la proteine CFTR, la dystrophine, le 
facteur VIII ou IX, E6/E7 de HPV, MUCl , BRACl, 1' interferon p, 
1' interferon y, 1' interleukine (IL)2, l'IL-4, 1' IL-6, I'lL-l, 
1' IL~12, le facteur necrosant de tumeur (TNF) de type alpha, le 
GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) , le 
gene tk du virus Herpes Simplex de type 1 (HSV-1) , le gene 
associe au retinoblastome ou p53 ou tout ou partie 
d' immunoglobulines, telles que les fragments F(ab)2, Fab', Fab 
ou les anti-idiotypes (US 4,699,880). Bien entendu, cette liste 
n'est pas limitative et d' autres genes peuvent etre employes. 
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Selon un mode de realisation pr6f6r6, les complexes selon 
i' invention sont de faible taille (inf^rieure a 500 nm, 
avantageusement h 200 nm et de preference k 100 nm) . 

Par ailleurs, les experiences de transfection realisees 
5 montrent qu ' avantageusement le rapport en poids du lipide audit 
polynucleotide est de 0,01 ^ 100. Le rapport optimal se situe de 
0,05 ^ 10. 

L' invention concerne egalement un procede de preparation 
des complexes lipides cationiques/substances therapeutiquement 
10 actives anioniques, ledit precede etant caracterise en ce que 
I'on met en presence un ou plusieurs lipides sous forme 
cationique tels que decrits selon 1' invention avec une ou 
plusieurs substances actives et en ce que I'on recupere ledit 
complexe. Elle concerne egalement les kits pour preparer de tels 
15 complexes comprenant un ou plusieurs lipides ou une ou plusieurs 
compositions selon 1' invention. 

Dans un premier temps, selon une premiere variante, un ou 
plusieurs lipides cationiques sont mis en solution avec une 
quantite appropriee de solvant ou melange de solvants miscibles 
20 dans I'eau, notamment 1' ethanol, le dime thylsulf oxide (DMSO),ou 
de fagon preferee un melange ethanol/DMSO 1:1 (v:v), de maniere 
^ former des agregats lipidiques selon une methode connue 
decrite par exemple dans la demande de brevet WO-A-9603977 , ou 
selon une seconde variante, sont mis en suspension avec une 
25 quantite appropri6e d' une solution de detergent comme un 
octylglucoside tel que le n-octyl B-D-glucopyranoside, ou le 6- 
0- (N-heptylcarbomoyl) -methyl-a-D-glucopyranoside . 

La suspension peut ensuite etre mise dans un milieu tampon 
et melangee avec une solution de substance th6rapeutiquement 
30 active comportant des charges negatives. 

Dans le cas oCi I'on souhaite qu' un lipide neutre ou 
zwitterionique soit present dans le complexe final, on forme, de 
maniere connue, prealablement k la mise en solution dans le 
solvant miscible k I'eau ou dans la solution de detergent, un 
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film avec un melange renfermant undit lipide cationique et undit 
lipide neutre ou zwitterionique , tel que par exemple la DOPE. 

Une des caracteris tiques importantes du precede reside dans 
le choix du rapport entre ies charges positives du lipide 
cationique et ies charges n<^gatives dc la substance active. 

Sans vouioir etre limits par un rapport sp6cifiquo, on 
choisira des quantit^s des diff6rentes charges de mani^re ti ce 
que le rapport entre le nombre de charges positives du lipide 
cationique et le nombre de charges negatives de la substance 
therapeutiquement active soit compris entre 0,05 et 20, 
notamment entre 0,1 et 15 et de preference entre 5 et 10. 

Le calcul pour arriver ^ un tel rapport prendra en 
consideration les charges negatives port^es par la substance 
active et on ajustera la quantite de lipide cationique 
necessaire pour satisfaire au rapport indique ci-dessus. Les 
quantites et les concentrations pour les autres composants sont 
ajustees en fonction de leurs masses molaires respectives et de 
leur nombre de charges positives et/ou negatives. 

Dans le cas de la seconde variante et de mani^re 
optionnelle, on peut proc^der ^ une dialyse subs(^quente pour 
reduire le detergent et r^cup^rer les complexes. Le principe 
d' une telle m^thode est par exemple d^crit par Hofland et al. 
(1996, PNAS 93, p 7305-7309) et dans le chapitre II du document 
Philippot et al. (G. Gregoriadis, 81-89, CRC Press 1993) . 

On a montr6 que la premiere variante conduit ^ d'excellents 
resultats en terme de taille des complexes obtenus. 

Selon une troisi^me variante, un ou plusieurs lipides 
cationiques sont mis en suspension dans un tampon puis la 
suspension est soumise ^ une sonication jusqu' A homog6n6it6 
visuelle. La suspension lipidique est ensuite extrud6e au 
travers de deux membranes microporeuses sous pression 
appropri6e. La suspension lipidique est alors m61ang6e avec une 
solution de substance therapeutiquement active comportant des 
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charges negatives, Cette technique dite de sonication-extrusion 
est bien connue dans I'art. 

L' utilisation d' un lipide neutre ou zwitterionique, tel que 
la DOPE, peut s'av6rer avantageuse pour I'obtention de complexes 
de faible taiile (inf^rieure ii 200 nm, de pr6f6rencc inf6rieure 
100 nm) • 

Les caract6ristiques des complexes formes peuvent 6tre 
6valuees par plusieurs moyens permettant de determiner/ par 
exemple : 

- I'etat de compiexation avec la substance th^rapeutiquement 
active, notamment par recherche des acides nucl6iques libres par 
eiectrophor^se sur gel dans le cas ou les substances sont des 
acides nucleiques, 

- la taille des particules par diffusion quasi elastique de la 
lumiere, 

- 1' absence de precipitation a long terme . 

La presente invention a egalement pour objet les complexes 
obtenus par la mise en oeuvre des precedes enumer^s ci-dessus. 

L' invention concerne aussi 1 ' utilisation d'un complexe 
selon 1' invention pour transferer au moins une substance 
therapeutiquement active, plus par ticulidrement un acide 
nucleique, dans des cellules cibles, in vitro, ex vivo ou in 
vivor plus particulierement in vivo. 

Par «cellules cibles» selon 1' invention, on entend les 
cellules procaryotes, les cellules de levure et les cellules 
eucaryotes, les cellules de plantes, les cellules humaines ou 
animales, et en particulier les cellules de mammifere. II 
convient par ailleurs de citer les cellules canc^reuses. In 
vivo, 1' invention peut etre appliquee au niveau de I'espace 
interstitiel ou luminal de tissus tels que le poumon, la 
trachee, la peau, le muscle, le cerveau, le foie, le coeur, la 
rate, la moelle osseuse, le thymus, la vessie, la lymphe, le 
sang, le pancreas, 1' estomac, le rein, les ovaires, les 
testicules, le rectum, le syst^me nerveux periph^rique ou 
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central, les yeux, les organes lymphoides, les cartilages^ 
1' endothelium. Selon un choix avantageux de 1' invention, la 
cellule cible sera une cellule musculaire, une cellule souche 
h6matopoi6tique ou encore une cellule des voies aeriennes, plus 
particulidrement une cellule trach6ale ou pulmonaire, et 
avantageusement une cellule de l'6pith61ium respiratoire • 

Les complexes selon 1' invention sont utilisabies ^ titre de 
medicament/ ^ but curatif, pr6ventif ou vaccinal- C'est pourquoi 
1' invention a ^galement pour objet les complexes de 1' invention 
^ titre de medicament ^ but curatif, pr6ventif ou vaccinal. De 
tels complexes peuvent etre mis en oeuvre dans une m^thode de 
traitement th^rapeutique consistent a transferer au moins une 
substance therapeutiquement active, notamment un polynucleotide, 
dans des cellules cibles, notamment une cellule de mammif^re, et 
plus pr^cisement une cellule musculaire, une cellule souche 
h^matopoietique , une cellule des voies a6riennes, plus 
particuli^rement une cellule trach^ale ou pulmonaire, une 
cellule de 1' epithelium respiratoire . 

Plus largement, la presente invention concerne egalement 
un precede pour introduire une substance therapeutiquement 
active comportant des charges negatives 1' interieur d'une 

cellule, caracterise en ce que I'on met en contact des cellules 
cultivees sur un milieu approprie avec une suspension de 
complexes lipide cationique/substance therapeutiquement active 
comportant des charges negatives. Apres un certain temps 
d' incubation les cellules sont lavees et recuperees. La 
verification de 1' introduction de la substance therapeutiquement 
active peut etre effectuee (eventuellement aprds lyse de la 
cellule) par tout moyen approprie. 

Le procede d' introduction est bien connu en soi. Par le 
terme «introduction» on entend que la substance 
therapeutiquement active comportant des charges negatives est 
transferee dans la cellule et est localises, en fin de procede, 
^ 1' interieur de ladite cellule ou au niveau de la membrane de 



FEUILLE DE REWIPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 98/56423 



PCT/FR98/01220 



26 

celle-ci, Dans le cas ou la substance th^rapeutiquement active 
est un acide nucleique, on pariera plus particuli^rement de 
«transfection»- Dans ce cas, la verification de la transfection 
de 1' acide nucl<^ique pourra etre effectuee par tout moyen 
appropri6, par exempie par mesure do i' expression du gene 
consid6r6 ou de la concentration de la prot6ine exprim^e. 

L' invention concerne plus particuli^rement 1' utilisation 
d'un complexe ou d'une composition selon 1' invention pour la 
preparation d' un medicament ^ but curatif, preventif ou 
vaccinal, destine au traitement du corps humain ou animal, 
notamment par th^rapie g^nique. 

Selon une premiere possibility, le medicament peut etre 
administre directement in vivo (par exempie dans un muscle, dans 
les poumons par aerosol. . . ) . On peut egalement adopter 
I'approche ex vivo qui consiste a prelever des cellules du 
patient (cellules souches de la mobile osseuse, lymphocytes du 
sang periph6rique, cellules musculaires . . . ) / de les transfecter 
in vitro selon la pr^sente invention et de les readministrer au 
patient . 

Les complexes selon 1' invention peuvent etre administres 
par voie intramusculaire, intratrach^ale , intranasale, 
intracerebrale , intrapleurale , intratumorale , intracardiaque , 
intragastrique , intrap^ritoneale , ^pidermique, intraveineuse , 
intraarterielle par seringue ou tout autre moyen equivalent, les 
systemes adapt^s au traitement des voies a^riennes ou des 
muqueuses teis que 1' inhalation, 1' instillation, ou 
1' adrosolisation . On peut egalement citer les modes 
d' administration par application d'une creme, par administration 
orale ou tout autre moyen parfaitement connu de I'homme de I'art 
et applicable ^ la presente invention. 

II est egalement dans la portee de 1' invention de cibler 
des organes ou des tissus particuliers par administration, 
notamment par voie intraveineuse, d' un complexe selon 
1' invention prepare de fapon ^ ajuster le rapport compose ou 
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composition/substance therapeutiquement active dans ledit 
complexes la charge apparente du complexe (voir notamment Liu et 
al, 1997, Gene Therapy, 4, 517-523 ; Thierry et al,, 1995, 
P.N.A.S., 92, 9742-9746). 

L' invention concerne egalement un proc6d6 de th6rapie 
gdnique consistant ii administrer ci un patient una quantitd 
appropri^c d' un complexe seion 1' invention. Selon la pr6sentc 
invention et dans le cadre d' une th^rapie q^nique in vivo, il 
est possible de r6p6ter plusieurs fois, chez un patient donn^, 
le proced^ tel que propose sans qu'aucune reaction immunitaire 
majeure ne soit d6clench6e ^ I'encontre de I'un des composes 
administr^s, L' administration peut avoir lieu en dose unique ou 
rep6tee une ou plusieurs fois apres un certain intervalle de 
temps. L' administration r^pet^e permettrait de reduire la 
quantity de substance therapeutiquement active, d' ADN plus 
particuli^rement , ^ administrer pour une dose donnee . La voie 
d' administration et le dosage appropri^s varient en fonction de 
divers param^tres, par exemple de 1' individu ou de la maiadie a 
traiter ou encore du polynucleotide h transferer. 

L' invention concerne plus part icul i^rement une preparation 
pharmaceutique comprenant au moins un complexe tel que d^crit 
precedemment , renfermant ^ventuellement en outre au moins un 
adjuvant capable de stabiliser ladite preparation pharmaceutique 
en vue de son stockage par exemple et/ou d'am^liorer le pouvoir 
de trans fection dudit complexe. Un tel adjuvant pourrait par 
exemple etre choisi parmi le groupe consistant en la 
chloroquine, un compose polaire protique notamment choisi parmi 
le propylene glycol, le polyethylene glycol, le glycerol, 
I'ethanol, le 1-methyl L -2-pyrrolidone ou leurs derives, ou un 
compose polaire aprotique notamment choisi parmi le 
dimethylsulf oxide (DMSO) , le diethylsulf oxide, le di-n- 
propylsulf oxide, le dimethylsulf one, le sulfolane, la 
dimethylformamide, le dimethylacetamide, la tetramethyluree, 
1' acetonitrile ou leurs derives. De meme, ladite preparation 
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peut renfermer un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique permettant son administration a I'homme ou 
1' animal. 

Dans le cadre de la mise en oeuvre d'un proc6de de 
traitement In vivo selon la pr6sente invention, il est en outre 
possible d'effectuer, avant 1' administration d'une preparation 
pharmaceutique telle que d^crite pr6c6demment , un traitement du 
patient visant «^ observer une depletion temporaire des 
macrophages permettant d' am^liorer le taux de transf ection . Une 
telle technique est d^crite dans la litt6rature, voir notamment 
Van Rooijen et al,, 1997, TibTech, 15, 178-184- 

Enfin, 1' invention concerne une cellule transf ect6e par un 
complexe tel que d^fini prec6demment , particulierement une 
cellule procaryote, une cellule de levure ou eucaryote, 
notamment une cellule animale, en particulier une cellule de 
mammif^re, et plus particulierement une cellule cancereuse. 
Selon un cas pr6f6r6 de 1' invention, ladite cellule est une 
cellule des voies a^riennes, plus particulierement une cellule 
tracheaie ou puimonaire, et avan tageusement une cellule de 
1' epithelium respira toire , 

Les exemples ci-apres illustrent 1' invention sans la 
limiter en aucune fagon. 

Leqende des figures : 
Figures 1 ^ 14 : 

Transfection in vitro des cellules A549 a partir de differents 
complexes ADN/lipide cationique selon 1' invention. 
Figure 1 : pcTGSl en absence de DOPE. 

Figure 2 : pcTGSl en presence d'une quantite 6quimolaire de 
DOPE. 

Figure 3 : pcTG52 en absence de DOPE. 

Figure 4 : pcTG52 en presence d'une quantite equimolaire de 
DOPE. 

Figure 5 : pcTG53 en absence de DOPE. 
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Figure 6 
DOPE, 

Figure 7 : 
Figure 8 : 
Figure 9 : 
Figure 10 
Figure 11 
Figure 12 
DOPE 

Figure 13 
Figure 14 
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: pcTG53 en presence d'une quantity equimolaire de 
pcTG54 en absence de DOPE. 

pcTG54 en presence d'une quantity 6uiqmolaire de DOPE 

pcTG57 avec ou sans DOPE. 
; pcTG58 avec ou sans DOPE. 
: pcTG59 en absence de DOPE 

: pcTG59 en presence d'une quantity Equimolaire de 

: pcTG60 en absence de DOPE. 
: pcTG60 en presence d'une quantite equimolaire de 



DOPE. 

Pour chacune des figures, la presence ou 1' absence de DOPE de 
veau fetal est indiquee ( + ) et (6) respectivement ; la quantite 
d'ADN plasmidique par puits est pr6cis6e en abscisse (0.5, 1 ou 
0.05 pg/puits ) ; les rapports de charges sont precises dans les 
l^gendes (0.8, 1.25, 2.5, 5 ou 10) ; en ordonnees est indiqu6e 
1' activity lucif Erase mesurEe exprimEe en fg de lucef Erase / mg 
de proteine totale. 
Exemple 1 

Synthase du lipide cationique pcTG23 de fornnule I dans 
laquelle n i = n r =0 Ry, R ., chaine Ethylene m=p=3 R - =R . =NHCO C x 3Hr-'_i 

Une solution de dicyclohexylcarbodiimide (2,06 g ; 9,98 
mmoles) dans le chloroforme sec (5ml) est additionnee a une 
solution de 1 , 4-bis ( 3-aminopropyl ) piperazine (1/00 g ; 5,00 
mmoles), d' acide myristique (2,28 g ; 9,98 mmoles) et de 1- 
hydroxybenzotriazoie (1,42 g ; 10,5 mmoles) dans le chloroforme 
sec (15 ml) . Le mElange reactionnel est agitE pendant 4h 
a temperature ambiante puis filtrE pour enlever la 
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dicyclohexylur6e . Le filtrat est concentre sous pression 
r^duite et chromatographic sur une colonne de gel de silice 
(61uant : dichlorom6thane/m6 thanol 9/1) pour donner le diaraide 
pcTG23 {2,1 g ; 87?^) ayant un point de fusion de 117-118'C- 

RMN-^H (200MHz, CDCIO : 6 6,87(t large, J = 5,5 Hz, 2H, - 
NH-C(O)-) ; 3,33 (q, J = 5,9 Hz, 4H, -CH,-NH-C (O) - ) ; 2,65-2,37 
(m et t, J « 6,3Hz, 12H, -CH-^-N) ; 2,13 (t, J « 7,6Hz, ^H, - 
CHj-C(O)-), 1,75-1,50 (met quint., J » 6, 3Hz, 8H, -CHj-CHj-C (O) - 
et -CH2-CH2-NH-) ; 1,25 (s, 40H, -CH2-) ; 0,87 {t,J = 6,4Hz, 6H, 
Me-) . 

SpectromCtrie de masse : masse calculee = 621,1 Da ; masse 
mesur^e = 620,6 Da. 

Exemple 2 

Synthase du lipide cationique pcTG24 de formule I dans 
laquelle R i = R ;? = m^thyle ; R .^R^ ensemble forment un reste 
Ethylene ; m = 3 ; p = 3 ; R r, et R ^; sont des radicaux NH C(-Q) 

Ci >H;7 ( C \ xW?! reste n-trid6cyle) 

0,5 ml d' iodom6thane (8,0 mmoles) et une suspension de 
diamide pcTG23 (100 mg ; 0,16 mmole) dans 4 ml d' acCtonitrile 
sont mis ^ reflux pendant 40 h, refroidis jusqu'^ la temperature 
ambiante et diluCs dans 20 ml d'6ther. La suspension ainsi 
obtenue est filtrCe pour donner une poudre jaune pale qui est 
lavCe avec de I'Cther et sCchCe sous vide. Apr^s 
recr is tallisation dans le melange chlorof orme-methanol , on 
obtient le lipide cationique pcTG24 de formule I (135 mg ; 93 %) 
dont le point de fusion est de 198*'C. 

RMN-^H (200 MHz, CDCI3 - CF3CO2D) : 5 4,30-4,00 (m, 12H, - 
CH2-N*), 3,54 (s large, lOH, -CH2-NH-CO- et Me-N*)f 2,48 et 2,44 
(2 t, J = 7,5 Hz, 4H, 

-CH2-CO-), 2,22 (m, 4H -CH2 -CH2-NH-CO-) , 1,62 (m, 4H, -CH2- 
CH2-CO-), 1,25 (s, 40H, -CH2-), 0,88 (t, J= 6,4 Hz, 6H, Me-). 
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Spectrometrie de masse : calcuiee 651,2 Da, trouve 
650,6 Da ; analyse caicul^e pour C4nHH.-:IrN^0: ": C, 53,09 H, 
9,13 ; N, 6,19 ^. trouve : C, 53,1 ^ ; H, 9,1 % ; N, 6,2 r, . 

Exemple 3 

5 SynthdsG du lipide cationiquo pcTG40 de formule I dans 

laquelle R?, R ., = chaine 6thyldne ; R i, Rz = m^thyle ; m = p ^ 1; 

Rs = R ^ = (Cfl Ht? . ) 2NC(==0) 

Synthase du 2-bromo-N, N-dioctylac6 tamide (cf : Li, T,; 
Diederich, F. J. Org. Chem. 1992, 57, 3449-3454). 

*0 Une solution de bromure de bromoac6tyle (0,69 ml 

7,94 mmoles) dans le t^trahydrof urane (2ml) ^ 0**C est 
additionnee ^ un melange de dioctylamine (2,00 ml ; 6,62 mmoles) 
et de diisopropyi^thylamine (1,73 ml ; 9,93 mmoles) dans le 
t^trahydrofurane (13 ml). Le melange est agite pendant 1 h a 

15 temperature ambiante, puis dilue avec de I'^ther (25 ml) et lave 
avec une solution aqueuse d' acide chlorhydrique A lO'i (10 ml). 

La phase organique est lav6e ^ I'eau, s^ch^e sur sulfate de 
sodium, concentr^e sous pression r^duite et purifi6e par 
chromatographie sur colonne de gel de silice (61uant : 

20 hexane/^ther 85/15) pour donner du 2-bromo-N, N-diocty lac6 tamide 
(2,23 g ; 93f.) sous forme d' une huile brune . 

RMN-^H (200MHz, CDClj) : 5 3,83 (s,2H, BrCHi-C(O)-) ; 3,31 
et 3,27 (2t, J = 6,5Hz, 4H, -CH2) :N-C (O) - ) ; 1,57 (m, 4H, -CH^.- 
CH2)2N-C (O) -) ; 1,28 (s, 20H,-CH2-) ; 0,89 et 0,87 (2t,J = 6,4Hz, 

25 6H, Me-) . 

Lipide cationique pcTG4 0 

Une solution de N, N' -dim6thyi-l , 4-piperazine (30 mg ; 0,26 
mmole) et de 2-bromo-N, N-dioctylac6taraide (200mg ; 0,55 mmole) 
dans 1' ac^tonitrile (2ml) est chauff^e au reflux pendant 16h. 
30 La solution est concentr^e sous pression rfeduite et le residu 
est purifi6 par chromatographie sur colonne de gel de silice 
(61uant : dichlorom^thane/m^thanol 95/5 puis 90/10) pour donner 
le lipide cationique pcTG4 0 (166 mg : 16%) ayant un point de 
fusion de 169-170**C. 
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RMN-^H (200MHz, CDCl.) : 5 5,38 (s, 4 H, N'-CH^-C (O ) - ) ; 
5,00-4,87 et 4,78 - 4,65 (2m, 8H, -CH^-N*) ; 4,01 (s, 6 H, Me-N*) 
; 3, 40- 3,20 (m, 8 H , -CH,: ) ;:N-C (O ) ; 1,53 (m, 8 H , -CH:-CHr ) :N-C ( 0 ) " 
^ ; 1,27 (s large, 40H, -CH.;-) ; 0,08 (t, J = 6,4H2, 12H, Me-). 

Spectromdtrie de masse : masse calcul6e - 679,2 Da ; masse 
mesurde « 678,8 Da. 

Exemple 4 

Synthase du lipide cationique pcTG42 de formula I dans 
laquelle R i - - R i ~ R 4 = m6thyle ; m p 1 ; R ^, " R p 
C(=0)-N(C ,Hii)2, (CbHu ) - n-Qctyle. 

La meme procedure que pour le lipide cationique pcTG40 
permet la preparation du lipide cationique pcTG42 (498 mg ; 
92^^), sous forme d'une cire, ^ partir de N,N,N',N'- 

tetramethylethyl^nediamine (75 mg ; 0,64 mmole) et de 2-bromo- 
N, N-dioctyiacetamide (700 mg ; 1,93 mmole). 

RMN-*H (200 MHz,CDCl,) ; 5 5,13 (s, 4H, N'-CH^-C (O) -) ; 
4, 84 (s, 4H, -CH:j-N*) ; 3,72 (s, 12H, Me-N*) ; 3,30 (m, 8H,-CH:)rN- 
C(0)-) ; 1,75-1, 45 (m, 8H, -CH^-CH:) rN-C (O) -) ; 1,28 (s, 40H, - 
CH:-) ; 0,88 (t, J = 6, 4 Hz, 12H, Me-). 

Spectrom6trie de masse : masse caicul^e = 681,2 Da ; masse 
mesuree 681,0 Da . 
Exemple 5 

Synthase du lipide cationique pcTG30 de formule I dans 
laquelle n i =n : =0 , R 3 , chalne ethylene, m=p^3, R 5 =R o =HN- (0=) C-C 17H33 . 

La meme procedure que pour le diamide pcTG23 permet la 
preparation du diamide pcTG30 (1,09 g ; 84%) ayant un point de 
fusion de 79'*C a partir de 1, 4-bis (3-aminopropyl)pip6ra2ine 
(0,355 g ; 1,77 mmole) et d'acide ol^ique (1,00 g ; 3,54 
mmoles) en presence de 1-hydroxybenzotriazole (0,502 g ; 3,72 
mmoles) et de dicyclohexylcarbodiimide (1,10 g ; 5,31 mmoles). 

RMN-^H (200MHz, CDCI3) : 5 6,79 (t, J = 5 Hz, 2H,-NH-C(0)-) 
; 5,33 (m, 4 H,-CH=) ; 3,33 (q, J « 5,9 Hz, 4H, -CH2-NHC (O ) - ) ; 
2,88-2, 38 (m et t, J = 6,3Hz, 12H, -CH2-N-) ; 2,13 (t, J = 
7,5Hz, 4H, -CH2'C(0)-), 2,00 (m, 8 H, -CH:.-CH=) ; 1,78-1,52 (met 
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quint., J = 6,3Hz, 8H, -CHr-CH^-C (O) - et -CHc-CH^-NH) ; 1,30 et 
1,26 (2s, 40H, -CHz-) ; 0,87 (t, J = 6,4Hz, 6H, Me-). 

Spectrom6trie de masse : masse calcul6e = 729,2 Da ; masse 
mesurde = 728,7 Da. 

Exemple 6 

Synthase du lipide cationique pcTG38 do formulo I dans 
laquelle R i «R :' =M6thvle ; R < ,R 4 chalne 6thyl^ne ; m=p«3 ; R ^,=Rt; =HN- 
(0=)C-C nH33 

La meme procedure que pour le lipide cationique pcTG24 permet la 
preparation du lipide cationique pcTG38 (135 mg : 97%), ayant un 
point de fusion de 175-180**C (decomposition)^ a partir du 
diamide pcTG30 (100 mg ; 0,137 mmole) en suspension dans 
1' ac6tonitrile (4ml) et d' iodure de mdthyle (0,5 ml ; 8,0 
mmoies) , 

RMN-^H (200 MHz, CDCi;,, CFiCOi-D) ; 5,35 (m, 4H, -CH-) ; 4,35-- 
3,90 (m, 12H, -CH:-N*) ; 3,58 (t, J = 5,8H2, 4H, -CH,-NH-C (O ) - ) ; 
3,48 et 3,45 (2s, 6H, -Me-N') ; 2,49 (t, J = 7,7H2, 4H, -CH:- 
C(G)-) ; 2,20 (m, 4 H , -CH^-CH^-N* ) ; 2,01 (m, 8H, -CH:^--CH=) 1,57- 
1,75 (m, 4H, -CH.-CH^-C (O) -) ; 1,30, 1,29 et 1,27 (3s, 40H, -CH;;- 
) ; 0,87 (t, J = 6,2Hz, 6H, -Me). 

Spectrom6trie de masse : masse calcul6e - 759,3 Da ; masse 
mesur6e 759,0 Da. 

Exemple 7 

Lipide cationique pcTGSl de formule I dans laquelle R i = R 2 

= m6thyle ; R 3, R4 chalne ethylene ; m - p = 1 ; R 5 - (C uH;9)2 

NC(0) ; R g = H 

a) Une solution de N, N ' -dim6thyl-l , 4-pipera2ine (0,13 g ; 
1,13 mmole) dans 1 ' ac^tonitrile est additionnee lentement ^ une 
solution de 2-brorao-N, N-dit6trad6cylac6tamide (0,30 g ; 0,56 
mmole) dans 1 ' ac6tonitrile (5 ml). Ensuite, le melange 
r6actionnel est agit6 ci temperature ambiante pendant 0,5 h, puis 
k 40''C pendant 1 h. L' ac6tonitrile et I'exc^s de N,N' -dim6thyl- 
1, 4-piperazine sont ^vapor^s sous pression r^duite. 
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b) De 1 ' iodom6thane (1 ml) est additionne a une solution 
dans 1 'ac^tonitrile (5 ml) du liquide r6siduel obtenu ci-dessus. 
Le melange est chauff^ ^ reflux pendant 4 h puis, apr^s 
refroidissement, de l*6ther (2 ml) est ajout6. Le pr6cipit6 
blanc qui se forme alors est filtr6 sur papier puis purifi6 par 
chromatographie sur colonne de gel de silice (61uant : 
m6thanol/dichlorom6thane 15/85) pour donner le lipide cationique 
pcTGSl (0/41 g; 92*) sous forme d'un solide blanc. 

Point de fusion F = 168-170**C (decomposition) . 

RMN-^H (200 MHz, CDCl .-CFiCO^D) : 8 A , 93 (s, 2H, > N'(Me)- 
CH2-C(0)-) ; 4,80 et 4,50-4,00 (2 m, 2 H et 6 H, Me2N* (CHj -CH 2)2N' 
(Me)-) ; 3,69 (s, 

3H, >N*(Me)-CH2-C(0)-) ; 3,58 et 3,53 (2s, 6H, Me2N*<) ; 
3,32 (m, 4H, -CH;) :N-C (0) -) ; 1,59 (m, 4H, -CH.-CH^) cN-C (O) - ) ; 
1,26 (s, 44H, -CHn-) ; 0,88 (t, J « 6,4 Hz, 6H, Me-). 

Exemple 8 

Lipide cationique pcTG52 de formule I dans laquelle R i = R j 
^ R a = m6thyle; m « p = 1 ; R 5 (C uHrg)^ NC(0) ; R o = H 

La meme procedure que pour le lipide cationique pcTGSl 
permet la preparation du lipide cationique pcTG52 (0,42 g; 94%) 
sous forme d*un solide blanc, ^ partir de N,N,N',N'- 
tetramethyiethyienediamine (0,13 g ; 1,13 mmole) , de 2-bromo- 
N, N-ditetrad§cylac6tamide (0,30 g ; 0,57 mmole) et d ' iodom^thane 
(1 ml) . 

Point de fusion F : 125-126^*0 ( decomposition) 

RMN-^H (200 MHz, CDCI3-CF3CO2D) : 6 4, 85 (m, 2H, -CH2- 

N'(Me2)-) ; 4,75 (s, 2H, -N' (Mes) -CH2-C (O) -N<) ; 4,53 (m, 2H, 

Me3N' -CH2-) ; 3,62 (s, 6H, -NMMe2)-) ; 3,41 (s, 9H, MesN'-) ; 

3,30 (m, 4H, -CH2 ) 2N-C (O) - ) ; 1,57 (m, 

4 H, -CH2-'CH2)2N-C(0)-) ; 1,26 (s, 44 H, -CH2-) ; 0,88 (t, J 

= 6,4 Hz, 6 H, Me-) . 
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Example 9 

Lipide cationique pcTG53 de formule I, dans laquelle R i=R2 
= 2-hydroxy^thyle = R .^ = chaine ethylene ; m = p = 1 ; 
(Ci4H24) a. NC (0) ; R ,; H 

Une solution de 1, 4-bis (2-hydroxy6l:hyl)piptisrazine (0,33 g ; 
1,88 mmole) et de 2-bromo-N, N-dit6trad6cylac6tamidc (0,50 g ; 
0,94 nunole) dans 1 ' ac6toni trile est agit^e pendant 1 h <^ 
temperature ambiante. Le melange est ensuite concentr6 sous 
pression r^duite et le r6sidu est chromatographic sur colonne de 
gel de silice (Cluant : m6thanol/dichlorom6thane 10/90 puis 
15/85) pour donner le produit de monoalkylation (0,67 g) qui est 
repris dans de 1 ' ac6toni trile (5 ml) et chauffC a reflux pendant 
4 h en presence d ' iodomethane (1 ml). On laisse ensuite 
refroidir, dilue a I'Cther et filtre la suspension ainsi 
obtenue, ce qui fournit une poudre blanche qu'on lave A l'6ther 
et seche sous vide. Apr^s chromatographie sur colonne de gel de 
silice (61uant : m^thanol/dichlorom^ thane 15/85), on obtient le 
lipide cationique pcTG53 (0, 59 g ; 74'^*) sous forme d'un solide 
bianc . 

Point de fusion F : 156 -158 "C. 

RMN-'H (200 MHz, CDCl .-CFjCO^D) : 65,21 (s, 2H, -CH^-C (O) -N< ) ; 

4,90-4,10 (m, 16H, -N' (CHc-CH^-OH) (CH::-CH: ) ^N* (Me ) CH:-CHn-OH ) 
3,73 et 3,67 (2s, 3H, -N*(Me)-, 2 s t^r^oisom^res ) ; 3,31 (m, 4H, 
-CH2):N-C(0)-) ; 1,58 (m, 4H, -CHc-CH: ) :N-C (O) - ) ; 1,26 (s, 44H, - 
CH:-) ; 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 6H, Me-). 
Exemple 10 

Lipide cationique pcTG54 de formule I, dans laquelle R i = 
Rg = methyle ; 

Rj = R., = chaine 6thyl6ne ; m = p = 1 ; R^ = (C18H35)2 NC(0) ; 
R6 = H 

La meme procedure que pour le lipide cationique pcTG51 permet la 
preparation du lipide cationique pcTG54 (254 mg; 93%) sous forme 
d'un solide jaun^tre ci partir de N, N ' -dim6thyl-l, 4-pip6razine 
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(66 mg; 0,58 nunole), de 2-iodo-N, N-diol6ylac^tamide (200 mg; 

0,29 nunole) et d ' iodom6thane (0,5 ml). 

Point de fusion F : 155-160 ''C (decomposition) 

RMN-'h (200 MHz, CDC1,-CF.C0,'D) : 5 5,36 (m, 4 H, -CH==) ; 5,11 (s, 
2H, >N+ (Me)CH..-C(0) -NO ; 1,02 et 4,60--1,00 (2m, 2H ct 6H, 
Me:'N*(CH:*- CHj)-.N' (Me)-) ; 3,79 (s, 3 H, >N* (Me ) CH,C (O) -N< ) ; 
3,66 et 3,62 (2 s, 6 H, Me:^N+ <) ; 3,33 (m, 4 H, CHj ) ,N-C (O) - ) ; 
2,02 (m, 8 H, -CHj-CH=) ; 1,58 (m, 4 H, -CH,>-CH.O :N-C (O) - ) ; 1,29 
et 1,28 (2 s, 44 H, -CH^>-) ; 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 6 H, Me-). 
Exemple 11 

Lipide cationique pcTG55 de formule I, dans laquelle R i ~ 
H^. = = = m^thyle ; m p 1 ; R .. = (C18H35)2 NC(0) ; R H 
La meme procedure que pour le lipide cationique pcTGSl permet la 
preparation du lipide cationique pcTG55 (248 mg; 91%) sous forme 
d'une pate jaunatre ^ partir de 

N, N, N\ N' -tetram^thyl^thylenediamine (67 mg ; 0,58 mmole) , de 2- 
iodo-N, N-diol6ylac6tamide (200 mg; 0,29 mmole) et d ' iodom^thane 
(0,5 ml) . 

Point de fusion F : 125-126 °C (decomposition) 

RMN-^H (200 MHz, CDCi.O : 6 5,35 (m, 4 H, -CH=) ; 5,12-4,77 (m, 4 
H, Me.N* -CH:-CH:-N* (Me):-) ; 4,92 (s, 2 H, -N* (Me^ ) -CH^-C (O ) -N< ) 
; 3,79 (s, 6H, -N' ( Me;: ) -CHc-C (O ) -N< ) ; 3,60 (s, 9H, MejN*-) ; 
3,32 (m, 4H, -CH: ) :N-C (O ) - ) ; 2,01 (m, 8H, -CH:-CH=) ; 1,58 (m, 
4 H, -CH.-CH2):N-C(0)-) 1,29 et 1,27 (2 s, 44 H, -CH.-) ; 0,88 
(t, J = 6, 4 Hz, 6 H, Me-) . 
Exemple 12 

Lipide cationique pcTG50 dans laquelle R i = R 2 = 2 
methyle ; R ^ = R ^ = chaine ethylene ; m = p = 1 ; R ^, = (C qHu): 
NC(0) ; R f^ = H 

La meme procedure que pour le lipide cationique pcTG51 permet la 
preparation du lipide cationique pcTG50 (0,36 g ; 85%) sous 
forme d'un solide blanc k partir de N, N ' -dim^thyl-l, 4-piperazine 
(0,16 g ; 1,38 mmole), de 2-bromo-N, N-dioctylacetamide (0,25 g ; 
0,69 mmole) et d ' iodom^thane (0,5 ml). 
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Point de fusion F - 175 (decomposition) 

RMN-^H (200 MHz, CDCi3-CD30D-CrjCO;:D ) : 5 5,04 (s, 2 H, >N*(Me)-CHz 
-C(0)-N<) ; 4,72 et 4,50-4.00 (2 m, 2H et 6H, Me^N* (CH^- 
CH:' ) rN* (Me ) - ) ; 3,74 {s, 3H, >N*(Me)-) ; 3,61 (s, 6H, Me2N*<) ; 
3,27 (m, 4H, -CH;: ) .^N-C (O) - ) ; 1,54 (m, 4 H, -CH^ -CH;. ) ^N-C (O ) - ) ; 
1,24 (s, 20 H, -CH2 -) ; 0,84 (t, J » 6,4 Hz, 6 H, Me-). 

Les composes de depart pour la synthase des pcTGSO ^ pcTG55 
sont pr6par6s de la facon suivante : 

N, N-dit6trad6cyl-p"tolu^nesulf onamide 

Du carbonate de potassium (20,18 g ; 146,00 mmoles) est 
ajoute ^ une solution de p-tolu^nesulfonamide (5,00 g ; 
29,20 mmoles) et de l-bromot6trad6cane (21,70 ml ; 73,00 mmoles) 
dans le dimethyl formamide (75 ml) . La suspension est agit^e 
durant 20 h a reflux; ensuite le milieu reactionnel est refroidi 
k temperature ambiante, dilu^ avec de I'^ther (100 ml) et 
filtre. Le filtrat est lav6 ^ I'eau (50 ml) et la phase aqueuse 
est extraite l'6ther (100 ml). Les phases organiques combin^es 
sont s6ch6es sur sulfate de sodium, filtr^es et concentr6es sous 
pression r6duite pour donner un solide blanc qui est purifi6 par 
chromatographie sur colonne de gel de silice (61uant : 
dichlorom^thane/hexane 40/60) pour donner du N, N-ditetrad^cyl-p- 
toluenesulfonamide (15,86 g ; 96'i) sous forme d ' un solide blanc. 
Point de fusion F = 54 ^'C 

E^N-^H (200 MHz, CDCI3) : 6 7,68 (d, J = 8,3 Hz, 2 H, H 
aromatiques) ; 7,28 (d, J = 8,3 Hz, 2Hf H aromatiques) ; 3,08 (t 
apparent, J = 7,6 Hz, 4H, -CH2)2NS02-) ; 2,42 (s, 3H, Me-Ar) ; 
1,50 (m, 4H, -CH2-CH2) :NS02-) ; 1,26 et 1,25 (2 s, 44 H, -CH2-) ; 
0,88 (t, J = 6,4 Hz, 6 H, Me-). 

Dit6trad6cylamine 
Une solution de N, N-ditetradecyl-p-toluenesulf onamide (4,16 g ; 
7,38 mmoles) dans le t6trahydrof urane (2 mi) est additionn^e ^ 
0*C ci une solution de naphtal^nure de lithium [pr^par^e ^ partir 
de naphtal^ne (4,73 g ; 36,88 mmoles) et de lithium m^tallique 
(0,38 g ; 55,35 mmoles) dans le t^trahydrof urane (40 ml) ^ 
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temperature ambiante pendant 1 h] et le melange r^actionnel est 
agite pendant 1 h a temperature ambiante. Du m6thanol (2 mi) est 
ajoute, puis de I'eau (25 ml) et ie melange est extrait ^ 
l'6ther (2 x 25 ml)- La phase organique est s6ch6e sur sulfate 
5 de sodium, filtrfee et concentr6e sous pression rdduite pour 
donner un solide blanc qui est purifi6 par chromatographie sur 
colonne de gel de silice (61uant : 6ther) pour donner de la 
ditetradt&cylaraine (2,68 g ; 89^^) • 

RMN-^H (200 MHz, CDCli) : 5 2,58 (t, J « 7,1 Hz, 4H, -CH2)2NH-) ; 
10 1,48 (m, 5H, -CH2-CH:) 2NH-) ; 1,26 (s, 44H, -CH^-) ; 0,88 (t, J = 
6, 4 Hz, 6H, Me-) • 

2-Bromo"N, N~ditetradecylac6t amide 
La meme procedure que pour le 2-bromo-N, N-dioctylac6tamide 
permet la preparation du 2-bromo-N, N-ditetrad6cylac6tamide (1,28 
15 g ; 87'i) sous forme d'un liquide jaunatre, ^ partir de bromure 
de bromacetyle (0,29 ml; 3,34 mmoles) et de dit6tradecylamine 
(1,10 g ; 2,78 mmoles). 

RMN-^H (200 MHz, CDCI3) : 5 3,82 (s, 2H, Br-CH^-C (O) - ) ; 3,30 et 
3,26 (2 t, J = 6,8 Hz, 4H, -CH^) :N-C (O) - ) ; 1,56 (m, 4H, -CH^- 
20 CH.-:)rNC(0) -) ; 1,25 (s, 44 H, -CH^-) ; 0,87 (t, J = 6,3 Hz, 6 H, 
Me-) . 

Bromure d'oieyle 

De la triphenylphosphine (2,52 g; 9,62 mmoles) est ajoutee par 
petites portions ^ une solution vigoureusement agit^e d^alcool 
25 oieique (1,00 g; 3,72 mmoles ; Fluka 99%) et de 
tetrabromomethane (1,61 g ; 4,84 mmoles) dans 1 ' acetonitrile 
(15 ml) ^ 0 "^C. Le milieu het^rogdne est agite pendant 1 h ^ 
temperature ambiante. Le surnageant est ensuite transvase dans 
un ballon et la pate residuelle est trituree avec de 1' ether 
30 (10 ml), puis filtree, Les solutions organiques combinees sont 
concentr6es sous pression reduite pour donner une huile incolore 
qui est purifiee par chromatographie sur colonne de gel de 
silice (eiuant : hexane) pour donner le bromure d'oieyle (1,21 
g; 98%) sous forme d'une huile incolore. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 98/56423 



PCT/FR98/01220 



39 

RMN~^H (200 MHZr CDCl.O : 5 5,35 (m, 2H, -CH=) ; 3,41 (t, J = 6,8 
Hz, 2U, -CH2-Br) ; 2,02 (m, 4H, -CH::-CH=) ; 1,86 (quint., J = 6, 8 
H2, 2H, -CH,-CH.^-Br) / 1,42 (m, 2H, -CH,-CH.:-CH.-:-Br ) ; 1,30 et 
1,28 (2 s, 20H, -CHn-) ; 0,89 (t, J = 6, 4 Hz, 3 H, Me-). 

N, N-dioI6 yl- p- toluO^tiesu Lf onamide 
La m^me proc6dure que pour le N, N-dit:6trad6cyl-p-t:olu6ne 
sulfonamide permet la preparation du N, N-diol6yl-p- 
tolu^nesulf onamide (0,83 g ; Bl'i^) ^ partir de bromure d'ol6yle 
(1,20 g ; 3,62 mmoles) , de p-tolu^nesulf onamide (0,28 g ; 1,65 
mmole) et de carbonate de potassium (1,14 g; 8,25 mmoles) 
RMN-^H (200 MHz, CDCl,) : 5 7,68 (d, J = 8,2 Hz, 2 H, H 
aromatiques) ; 7,28 (d, J = 8, 2 Hz, 211, H aromatiques) / 5,35 
(m, 4 H, -CH=) ; 3,08 (t apparent, J = 7,5 Hz, 4 H, -CH2):NSO:- 
) ; 2,42 (s, 3 H, Me-Ar-) ; 2,01 (m, 8H, -CH^-CH-); 1,50 (m, 
4 H, -CH.-CH:0:NS02-) ; 1,27 (s, 44 H, -CH:-) ; 0,88 (t, J = 6, 3 
Hz, 6 H, Me-) . 

Diol6ylamine 

La meme procedure que pour la dit6trad6cylamine permet la 
preparation de la diol^ylamine (0,55 g ; ll't) sous forme d'une 
huile jaunatre, ^ partir de N, N-diol6yl-p-tolu^nesulf onamide 
(1,00 g ; 1,49 mmoles), de naphtal^ne (0,95 g ; 7,44 mmoles) et 
de lithium m^tallique (0,08 g ; 11,18 mmoles). 

RMN-'^H (200 MHz, CDCl,) : 5 5,35 (m, 4H, -CH=) ; 2,58 (t, J = 7,1 
Hz, 4H, -CHc):NH-) ; 2,01 (m, 8H, -CH^-CH^) ; 1,48 (m, 5H, -CH.- 
CH2)2NH-) ; 1,29 et 1,28 (2 s, 44H, -CH2-) ; 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 
6H, Me-) . 

2-Bromo-N, N-diol^ylac^tamide 
La meme procedure que pour le 2 -bromo-N , N-dioctylac6tamide 
permet la preparation du 2-bromo-N, N-diol4ylacetamide (0,83 g ; 
82'^) sous forme d'un liquide jaunatre, i partir du bromure de 
bromac^tyle (0,17 ml; 1,89 mmole) et de diol^ylamine (0,82 g ; 
1,58 mmole) . 
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E^N-^H (200 MHz, CDCix) : 5 5,30 (m, 4H, -CH=) ; 3,78 (s, 2H, Br- 
CH:-C(0)-) ; 3,26 et 3,22 (2 t, J = 7,0 Hz, 4H, -CH^ ) :N-C (O) - ) ; 
1,96 (m, 8 H ; -CH;^-CH=) ; 1,54 (m, 4 H, -CH^-CHr ) ^NC (O) - ) ; 1,25 
et 1,24 (2 s, 44 H, -CH;^-) ; 0,83 (t, J « 6,3 Hz, 6 H, Me-) • 

2- lodo-N , N -d io 16 ylac6t amide 
Une solution de 2-bromo-N, N-diol6ylac6tamide (0,01 g ; 1,27 
mmole) et d'iodure de sodium (0,76 g ; 5,08 nunoles) dans 
1' acetone est chauff^e au reflux pendant une nuit. De I'hexane 
(10 ml) est ajout6 et le pr6cipit6 est filtr6 pour donner, apr^s 
evaporation du filtrat sous pression r6duite, le 2-iodo-N,N- 
diol6ylac6tamide (0,87 g ; lOO'i) sous forme d'un liquide 
jaunatre . 

RMN-'H (200 MHz, CDClj) : 5 5, 32 (m, 4H, -CH-) ; 3,71 (s, 2H ; I- 
CH2-C(0)-) 3,30 et 3,23 (2 t, J = 7,4 Hz, 4H, -CHj ) ^N-C (O) - ) ; 
2,02 (m, 8H, -CH2-CH=) ; 1,56 (m, 4H, -CH^-CH J ^N-C (O) - ) ; 1,31 
et 1,29 (2 s, 44 H, -CH:-) ; 0,88 (t, J = 6, 6 Hz, 6 H, Me-). 

Preparation des complexes lipides-ADN par mise en 
suspension dans 1^ 6thanol 

1 . Preparation des complexes lipides pcTG24, ^ventuellement 
DOPE,-ADN rapport de charges +/- = 10 

Les quantit^s de lipides sont calcul6es en se basant sur la 
concentration d'ADN final (0,1 mg/ml pour les essais in vitro), 
le rapport de charges d^sir^, la masse molaire du lipide, le 
nombre de charges positives du lipide cationique choisi et le 
volume final d^sir^. A titre d'exemple, pour obtenir 0,5 mi d' un 
complexe entre pcTG24/DOPE et de I'ADN plasmidique ^ un rapport 
de charges de 10 entre les charges positives apport^es par le 
lipide cationique et les charges negatives apport6es par I'ADN ^ 
une concentration d ' ADN finale de 0,1 mg/ml, on melange les 
diff^rents ingredients selon le calcul le suivant : 
0,1 mg d'ADN/ml soit (0,1/330) mmoles de charges negatives 
(330Da est le poids mol^culaire moyen d ' un nucleotide) par ml 
correspondent ^ 0,30 ^mole/ml de charges negatives ou 0,15 pmole 
de charges negatives pour 0,5 ml. Pour obtenir 10 fois plus de 
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charges positives, il faut une concentration de 3,0 pmole/ml de 
charges positives apportees par le iipide cationique {1,5 pmole 
pour 0,5 ml). La masse molaire de pcTG24 sous forme de sei 
d' iodure est de 905 g/mole et la mol6cule contient 2 charges 
5 positives. 

Done il faut 0,75 pmole/mi de pcTG24 ce qui correspond ci 0,68 
mg/ml. Pour avoir un l^ger oxc^s, on pr6pare une suspension 
partir de 1,0 pmole (0,9 mg) de pcTG24. Pour obtenir une 
concentration ^quimolaire en L-a-Dioleoyl- 

10 phosphatidyl^thanolamine (DOPE, 744 g/mole, Sigma ; P0510) il en 
faut 0,74 mg/ml dans la preparation lipidique. Les quantites et 
les concentrations pour les autres composes sont ajust^es en 
consequence de leurs masses molaires respectives et de ieur 
nombre de charges positives. 
15 Le melange des lipides se fait a partir des solutions dans du 
chlorof orme/methanol (v:v) . Les lipides cationiques sont peses 
et la quantity de DOPE est ajout^e a partir d'une solution de 10 
ou 20 mg/ml dans le chloroforme dans un tube en verre, st6rilis6 
4 I'alcool et aux UV, pour obtenir une concentration de 2mM en 
20 lipide cationique (4 mM en lipide total) . Les solvants sont 
^vapores sous vide (0; 2.10''. Pa (200 bars)) pendant 45 min ^ 45*^0 
en utilisant un vortex de 40 tours par minute (Labconco, 
Rapidvap, Uniequip, Martinsried, Allemagne) . Le film lipidique 
est repris dans 18 pi d' 6thanol pour etre ^ la concentration de 
25 50 mg/ml en lipide cationique. 

Cette solution est complet^e avec 162 pi d' HEPES 20 mM pH 7, 5 
(ajuste avec NaOH) pour preparer une solution a 5 mg/ml finale 
en lipide cationique. 

L'ADN plasraidique est pr^par^ k partir d' une solution mdre ci 1 
30 mg/ml (dans du Tris 10 mM, EDTA, 1 mM, pH 7,5). 

Pour une solution de 0,5 ml finale, on pr616ve 50 pi de la 
solution m^re (50 pg ADN) auxquels on ajoute 313 pi d' HEPES 20 
mM pH 7,5. 
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Pour complexer I'ADN avec des preparations iipidiques, on ajoute 
des lipides sur I'ADN, La suspension est meiangee 10 fois par 
aspiration/ref oulage . Les complexes sont conserves a 4*'C. 

137 \il de pcTG24/DOPE sont ajout^s ^ 363 pi de la solution 
d'ADN pour obtenir 0,5 ml de complexe ii 0,1 mg/ml ADN et un 
rapport de charges de 10. 

La pr<^paration des complexes se fait sous une hotte flux 
iaminaire. Lors des autres 6tapes, il faut aussi 6viter toutes 
contaminations . 

2 . Preparation des complexes lipides pcTG42, 6ventuellement 
DOPE, -ADN dans un rapport de charges +/- - 10 

Les quantit^s de lipides sont calcul6es en se basant sur la 
concentration d'ADN final (0,1 mg/ml pour les essais in vitro), 
le rapport de charges desire, la masse molaire du lipide, le 
nombre de charges positives du lipide cationique choisi et le 
volume final desir6 (0,5 ml). A titre d'exemple, pour obtenir 
0,5 ml d'un complexe entre pcTG42/DOPE et de I'ADN piasmidique ^ 
un rapport de 10 entre les charges positives apportees par le 
lipide cationique et les charges negatives apportees par I'ADN ^ 
une concentration d*ADN finale de 0,1 mg/ml, le calcul est le 
suivant : 

0,lmg d'ADN/mi soit (0,1/330) mmoles de charges negatives (330 
Da est le poids mol^culaire moyen d*un nucleotide) par ml 
correspondent ^ 0,30 pmole/ml de charges negatives ou 0,15 pmole 
de charges n6gatives pour 0,5 ml. Pour obtenir 10 fois plus de 
charges positives, il faut une concentration de 3,0 pmole/ml de 
charges positives apportees par le lipide cationique (1,5 pmole 
pour 0,5 ml). La masse molaire de pcTG42 sous forme de sel de 
bromure est de 8 41 g/mole et la molecule contient 2 charges 
positives. Done il faut 0,75 pmole de pcTG42 ce qui correspond ^ 
0,63 mg/ml. Pour avoir un 16ger exc^s, on prepare une suspension 
ii partir de 1,0 pmole (0,84 g) de pcTG42. 

Une concentration 6quimolaire en DOPE, (744 g/mole, Sigma ; 
P0510) correspond i 0,74 mg dans la preparation lipidique. 
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Le melange des iipides se fait comme precedertunent . Le film 
lipidique est repris dans ll\xl d'^thanol afin d'ajuster la 
concentration ^ 50 mg/ml en lipide cationique. 

Cette solution est compl6t6e avec 153 pi d'HEPES 20mM pH 7,5 
(ajust<^ avec NaOH) pour preparer une solution 5 mg/ml finale 
en lipide cationique. 

50 pg d'ADN plasmidique correspondant ci 50 pi d'une solution 
m^re 1 mg/ml (dans du Tris lOmM, EDTA ImM, pH 7,5) sont dilu6s 
dans 322 pld' HEPES 20 mM pH 7,5. 

128 pi de pcTG42/DOPE sont ajout6s aux 372 pi de la solution 
d'ADN pour obtenir 0,5 ml de complexe it, 0,1 mg/ml d'ADN et un 
rapport de charges de 10. La suspension est melangee par 
aspiration/ref oulage ^ la pipette (10 fois) . Les complexes sont 
conserves a -h 4**C. 

Preparation des complexes lipides-ADNf par mise en 
suspension dans une solution de detergen t 

Les quantites de Iipides sont calcul^es comme decrit ci-dessus 
pour 0,5 ml final en se basant sur la concentration d'ADN final 
(0,1 mg/ml pour les essais in vitro), le rapport de charges 
desire, la masse molaire de lipide cationique et le nombre de 
charges positives du lipide cationique choisi. Le melange des 
Iipides se fait dans un tube en verre, sterilise a I'alcooi et 
aux UV, pour obtenir une solution 2mM en lipide cationique (voir 
ci-dessus) • Les solvants sont evapores et le film lipidique est 
repris dans une solution de n-octyl fi»-D-glucopyranoside 
(octylglucoside, Sigma, O 9882) dans un rapport lipide 
cationique/d^tergent de 1/5 (mole:mole) • 

Par exemple, d'une solution d' octylglucoside 20mM dans de 
1' HEPES 20mM pH 7,5, on pr616ve pour 1 pmole de pcTG24 ou 
pcTG42/DOPE 250 pi avec lesquels on reprend le film de melange 
lipidique. 50 pg d'ADN plasmidique correspondant ^ 50 pi d'une 
solution m^re a 1 mg/ml (dans du Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) 
sont pr^lev^s et ajoutes a 212,5 pi d'HEPES 20mM pH 7,5. 
187,5 pi de la suspension lipidique sont ajoutes sur I'ADN en 
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aspirant et refoulant 10 fois a la pipette pour obtenir la 
suspension finale ^0,1 mg/ml d'ADN et un rapport de charges +/- 
de 10. Pour eliminer le detergent, une diaiyse de 3 fois 4 
heures A temperature ambiante contre de 1' HEPES 20mM pH 7,5 est 
entreprise dans des microdoigts de diaiyse (seuil d' exclusion de 
13,2 kD ; Sartorius, GC)ttingen, Allemagne) . Les complexes 
ADN/lipides dialysis sont conserves ii 4^*0. La pr6paration se 
fait dans une hotte ^ flux laminaire. 

Preparation des complexes lipides-ADN par aonication- 
extrusion 

Les quantit6s de lipides sont calcul6es comme d6crit ci-dessus 
pour 0,5 ml final en se basant sur la concentration d'ADN final 
(0,1 mg/ml pour les essais in vitro), le rapport de charges 
desir6, la masse molaire de lipide cationique et le nombre de 
charges positives du lipide cationique choisi. Le melange des 
lipides se fait dans un tube en verre, st6rilis6 A I'alcool et 
aux UV, pour obtenir une solution 2mM en lipide cationique comme 
indiqu6 ci-dessus. Les solvants sont 6vapor6s et le film 
lipidique est repris dans 600 pi d' HEPES 20 mM pH 7,5 ^ 4''C 
pendant environ 16 h. La suspension est soniqu^e dans un bain de 
sonication (Bransonic 221) jusqu*^ homog6n6it6 visuelle. La 
suspension lipidique est extrud^e au travers de deux membranes 
de 0,2 ]im de diam^tre de pores (Nucleopore, Costar, Cambridge, 
MA, USA) et ring^e avec de I'HEPES 20mM pH 7,5 (Extruder de 
Lipex Biomembranes , Vancouver, Canada) ^ une pression maximale 
de 50.10'" Pa (50 bars). La suspension lipidique est maintenue k 
temperature ambiante pendant 1 heure. 450 pi de la suspension 
lipidique sont ajout^s sur 50 pi d'une solution m6re de I'ADN 
plasmidique (1 mg/ml) et m61ang6s en aspirant/ref oulant 10 fois 
k la pipette. Les complexes lipides/ADN sont conserves A + 4'C. 
Les preparations sont faites sous une hotte ci flux laminaire. 
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Protocole d' Evaluation de la complexation de I'ADN par les 
lipides 

Un gel ^ 1% (w:v) agarose est pr6par6 dans un tampon TAE (TAE 
: Tris 4,86 g/1 + acetate de sodium 0,68 g/1 + EDTA 0,336g/l 
pH 7,8). Si n6cessaire, i ' 6chantillon est dilu6 dans du TAE puis 
on ajoute le tampon d • ^chant illon (bleu de bromoph«^nol 0,083 A, 
cyanol xylene FF 0,083 'r. , glycerol dans I'eau lO'i) de fagon se 
trouver h 50 ng d'ADN/pl, L' 6chantillon est bri^vement vortex6 
et laissE 30 min ^ temperature ambiante. Le plasmide non 
complex^ est pr^par^ comme t6moin A la meme concentration. 10 pi 
(500 ng d'ADN) sont d6pos6s sur le gel et la migration 
s'effectue ^ 60mV pendant 3 heures . Le gel est r6v616 dans du 
TAE contenant 0,006* {v:v) de bromure d'6thidium ^ 10 mg/ml 
pendant au moins 30 min. Ensuite le gel est rinc6 dans du TAE et 
analyst sous UV. 

Protocole de mesure de la taille des particules par 
diffusion quasi-61astique de la lumi^re 

Les analyses sont faites sur un Coulter N4Plus (Coultronics 
France S.A., Margency, France) ^ 25°C apr^s Equilibration de 
1' Echantillon pendant 20 min, Une aliquote de 1 ' Echant illon est 
aspirEe et refoulEe plusieurs fois avant d'etre pipettEe. 
1' Echantillon est diluE dans la cuve de mesure et homogdnEisE. 
La mesure de la lumiEre diffractEe a 90° est faite pendant 180 
sec aprds 180 sec d'attente. La gamme utilisee va de 3 nm ci 10 
000 nm en utilisant 31 bins. Pour etre valable, 1 ' Echantillon 
doit donner entre 50 000 et 1 000 000 counts/sec. 

CaractEristiques physico-chimiques 
Les trois mEthodes de formulation "injection d'Ethanol", et 
"dialyse de detergent" «sonication-extrusion» sont appliquEes 
aux lipides cationiques selon 1' invention avec ou sans des 
quantitEs 6quimol6culaires de DOPE A des rapports de charges 
d' environ 10 ou 5. Les formulations appropriEes sont 
s61ectionn6es pour les Etudes de reproductibilitE basEes sur le 
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fait que I'ADN est compl^tement compiexe (aucune migration dans 
le gel d' agarose) et que ies complexes pr^sentent des diam^tres 
de particules comme d6termin6 par diffusion quasi 61astique de 
la lumi^re permettant une administration in vivo, 
De manifere g6n6rale, tous les complexes ADN/lipidc test6s 
base de pcTG24, pcTG42, pcTG52, pcTG54 ou pcTG55) complexent 
I'ADN compl^tement et ceci en presence ou en absence de DOPE. 
Par ailleursr la formulation par mise en suspension dans 
I'^thanol s' av^re avantageuse pour g6n6rer des complexes de 
petite taille (inf6rieure ^ 500 nm) particuli^rement appropri6s 
en vue d'une administration in vivo et ceci avec tous les 
lipides testes. 

A titre d'exemples, des complexes de diam^tre inferieur ou 
d' environ 200 nm sont obtenus dans les cas suivants : 
ADN/pcTG24/DOPE pour un rapport de charge R = 5 
ADN/pcTG4 2 pour un rapport de charge R = 10 
ADN/pcTG42/DOPE pour un rapport de charge R = 10 ou 5 
ADN/pcTG52/DOPE pour un rapport de charge R = 5 ou 10 
ADN/pcTG54 /DOPE pour un rapport de charge R = 5 ou 10 
ADN/pcTG55 pour un rapport de charge R = 10. 

Les complexes ^ base de lipide pcTG42 produits par les 
differentes m^thodes de formulation ont 6t6 ^valu^s. On obtient 
des complexes d' une taille inf^rieure ou proche de 200 nm pour 
les compositions ADN/pcTG42 a un rapport de charge R = 10 
pr6par6es par mise en suspension dans une solution de n-octyl 
D-glucopyranoside et ADN/pcTG42/DOPE ^ un rapport de charge R = 
10 obtenues par sonication. 

Transfection in vitro de cellules satellites 
Le plasmide rapporteur pTG11033 est utilise pour ^valuer 
1' ef f icacit^ transf ectionnelle des composes de 1' invention. II 
comporte le promoteur CMV dirigeant 1' expression du g6ne 
lucif6rase. 
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Des cultures de muscles de chien et de muscles humains sont 
effectuees dans un milieu HamF 14 (Life Technologies) 
supplements avec 10 % de s6rum foetal de veau {FCS, Hyclone, 
Logan, UT) , 10 pg/ml d'insuline (Sigma), 10 ng/ml d'EGF (Sigma) 
5 et de FGF basique (Pepro Tech Inc, Rocky Hill, NJ) 2mM de 
glutamine (bioM^rieux) , ct 40 pg/ml do gentamycinc (Schering 
Plough) . 

Les cellules sont ensemenc6es 24 h A 48 h avant la transfection, 
dans une boite de cellules ^ 96 puits ^ raison de 5.10* ^ 10** 

10 cellules par puits, ^ environ 30 de confluence, et maintenues 
S 37**C en atmosphfere contenant 5 % CO^ et 95 % d'air. 
Les transf ections sont effectu6es avec des melanges de quantitSs 
variables de lipides et d'ADN plasmidique pour determiner les 
rapports de charges ioniques et les concentrations d'ADN 

15 optimales par puits. 

Les complexes utilises sont prepares 24 h a 48 h avant la 
tranfection et diluSs dans le milieu HamF 14 contenant 40 pg/ml 
de gentamycine et 2mM de la glutamine en presence ou non de 
10 % de FCS. 

20 Apr^s Elimination du milieu de culture, 100 \il de melanges de 
transf ection sont transf Er6s dans chacun des puits. 
Apr^s 4 heures ^ ll'^C, tous les milieux de transfection sont 
alors ajust^s ^ 10 % de FCS ou (FCS + Plasma), 10 pg/ml 
d'insuline (Sigma), 10 ng/ml d'EGF (Sigma) et de FGF basique 

25 (Pepro Tech Inc, Rocky Hill, NJ) , de la glutamine 2mM 
(bioM^rieux) , et 40 pg/ml de gentamycine (Schering Plough) pour 
un volume final de 250 pi. Les cultures sont incub6es pendant 
48 h puis les cellules sont r6cup6r6es et test6es pour leur 
capacity ^ exprimer le gdne de la lucif^rase. 

30 Transfection de cellules A54 9 

Les cellules A549 (cellules 6pith61iales d6riv6es de carcinome 
pulmonaire humain) sont mises en culture dans du milieu d' Eagle 
rnodifi^ par Dulbecco (DMEM) contenant 10% de s6rum de veau 
foetal (Gibco BRL) 24 heures avant le d^but de la transfection 
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dans des plaques de 96 puits (2 x 10^ cellules par puits) dans 
une atmosphere humide ^ 37**C et 5% CO^/95% air. Pour la 
transfection en 1' absence de s6rum, le milieu est enlev^ et 
remplac^ par du milieu sans s6rum. On prepare dans une autre 
5 microplaque les suspensions de complexes lipides/ADN suivantes 
(complexes lipides/ADN <h 0,1 mg/ml d'ADN et au rapport de 
charges indiqu6) : 44 pi (4,4 d'ADN), 22 \xl {2,2 pg d'ADN), 
5,5 \xl (0,55 pg d'ADN) de solution stock dans les 3 premiers 
puits, et 11 pi (0,11 pg d'ADN) de la solution stock dilute 10 
10 fois dans le puits suivant, Le volume est compl6t6 ^ 110 pi avec 
du DMEM et 100 pi sont tran3f6r6s sur les cellules A54 9, 
L' incubation se fait avec 4, 2, 0.5 et 0,1 pg d'ADN par puits 
pendant 4 heures . 50 pi de DMEM + 30% de serum de veau foetal 
sont ajout^s 4 heures apr^s le debut de la transfection. 
15 Finalement 100 pi de DMEM + 10% de s6rum de veau foetal sont 
ajout^s 24 heures apr^s le d^but de la transfection. Les 
transf ections en presence de 10% de s6rum de veau foetal sont 
r^alis^es d'une facpon identique sauf que la transfection se 
passe dans du milieu avec s^rum. 
20 Analyse de la transfection 

48 h apr^s ia transfection, le milieu est ^limin6 et les 
cellules sont lav^es avec 100 pi de solution phosphate PBS et 
lys^es avec 50 pi de tampon de lyse (Promega) . Les lysats sont 
congel^s ^ -80 **C jusqu'^ la mesure de 1 'activity en lucif6rase. 
25 Celle-ci se fait sur 20 pi de melange pendant une minute en 
utilisant le syst^me de determination de la lucif^rase (Promega) 
(luminom^tre LB96P Berthold) dans des plaques ^ 96 puits en mode 
cin6tique. 

R6sultats des essais de transfection 
30 Les preparations A base de pcTG2 4 et pcTG4 2 en presence ou non 
de DOPE ont 6t6 evalu6es en transfection in vitro en utilisant 
les cellules A549 et les cellules satellites primaires de chien. 
On lvalue les unites relatives de lumiere (RLU) par puits en 
faisant varier la quantity d'ADN par puits (4, 2, 0,5 et 0,1 pg) 
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et les conditions exp^rimentales ( transf ection en presence ou en 
absence de serum) . 

La transf ection des cellules pulmonaires A54 9 avec les complexes 
pTG11033/pcTG24 permet des niveaux d' expression du g^ne 
lucifdrase importants ; notamment ii faible concentration d'ADN 
(0,1 \xq) et en absence de s6rum. La presence de DOPE dans les 
preparations augmente 1' activity transfectionnelle permettant 
d' inclure des quantit6s plus importantes d'ADN dans les 
complexes (0,1 0,5 pg) et du s6rum pendant la transf ection * 
De meme, les complexes pTG11033/pcTG42 sont capables de 
transf ecter les cellules A549. L' expression du g6ne lucif^rase 
est la plus 61ev6e ^ faible concentration d'ADN (0,1 pg) . On 
n' observe pas ou peu de difference significative d6pendante des 
conditions exp^rimentales de transfection (avec ou sans s6rum) . 
L'efficacite transfectionnelle est augmentee lorsque la 
preparation contient de la DOPE. Get effet est encore plus 
benefique lorsque la transfection est r6alisee en presence de 
serum. 

Les complexes ADN/pcTG4 2 /DOPE conviennent tout particulierement 
^ la transfection de cellules musculaires. Des niveaux 
d' expression lucif erase eieves sont obtenus ^ faible 
concentration d'ADN (0,1 pg) . 

Exemple 13: Preparation d'isomeres cis et trans de lipides 
cationiques centres sur un motif piperazine ou homopiperazine 
Diamide ANI 181 

Une solution de 2-bromo-N, N-dioctylacetamide (1,05 g; 2,90 
mmoles) dans un melange de THF et d' ac6tonitrile (1/1; v/v; 5 
ml) est ajoutee lentement ^ une solution de piperazine (0,125 g; 
1,45 mmole) et de diisopropyiethylamine (0,187 g; 2,90 mmoles) 
dans I'acetonitrile (20 ml). Le melange h6t6rog6ne jaunatre est 
agite pendant 4 h ^ 0**C, puis dilue avec de 1' ether et lave avec 
une solution aqueuse saturee de carbonate de sodium. La phase 
organique est sechee sur sulfate de sodium, concentree sous 
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pression r6duite et purifi^e par chromatographie sur colonne de 
gel de silice (6iuant : methanol/ dichlorom^thane 5/95) pour 
donner le diamide ANI 181 (0,852 g; 91f.) sous forme d'une huile 
incolore . 

RMN-*H (200 MHz, CDCl,) : 5 3 , 27 ( t , J « 7 , 4 Hz, 8 H, -CH,);:N- 
C(0)-); 3,14 (s, 4 H, (O) -) ; 2,55 (s, 8 H, -N (Cn^-CiUO :N" 

); 1,52 (m, 8 H, -CH,-CH,);^N-C (O)-) ; 1,28 et 1,26 (2 s, 40 H, - 
CH^-); 0,89 et 0,87 (2 t, J = 6, 6 Hz, 12 U, Me-). 
Diamide ANII 21 

La meme procedure que pour ie diamide ANI 181 permet la 
preparation du diamide ANII 21 (54 5 mg; 92%) sous forme d'une 
huile incolore ^ partir de 2-bromo-N, N-dioctylac6tamide (650 mg; 
1,79 mmole) et d ' homopiperazine (90 mg; 0,89 mmole) en presence 
de diisopropylethylamine (232 mg; 1,79 mmole). 

RMN-^H (200 MHz, CDCl,) : 6 3, 30 (s, 4 H, N-CHj-C (O) - ) , 3,30 et 
3,26 (2 t, J 8 Hz, 8 H, -CH; ) :.N-C (O) - ) ; 2,76 (t et s, J = 5,5 
Hz, 8 H, N-CHj-CH;»-CH:-N et N-CH::-CHj-N ) ; 1,82 (quint., 2 H, J 
5,5 Hz, Nf-CH:,-CH.-CH,-N) ; 1,51 (m, 8 H, -CH^-CHr ) :N-C (0) - ) ; 1,27 
et 1,25 (2 s, 40 H, -CH:-) ; 0,88 et 0,86 (2 t, J = 6,7 Hz, 12 H, 
Me-) . 

2-Bromoacetate d'ol^yle 
Une solution de bromure de bromoac6tyle (0, 4 9 ml ; 5,65 mmoles) 
dans le t6trahydrof urane (12 ml) est additionn^e, 0**C, un 
melange d'alcool ol6ique (1,00 ml ; 3,77 mmoles) et de 
diisopropylethylamine (0,88 g ; 5,65 mmoles) dans le 
tetrahydrofurane (38 ml) . Le m61ange est agite 2 h ^ O^'C, puis 
1 h a temperature ambiante; il est ensuite lave avec une 
solution 1 N d'acide chlorhydrique {20 ml) laquelle est extraite 
avec de I'ether (50 ml). Les phases organiques combinees sont 
lavees avec une solution saturee de carbonate de sodium (20 ml), 
sechees sur sulfate de sodium, concentrees sous pression reduite 
et purifiees par chromatographie sur colonne de gel de silice 
(eiuant : hexane/ether 99/1) pour donner du 2-bromoacetate 
d'oieyle (1,31 g ; 89%) sous forme d'une huile incolore. 
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RMN-^H (200 MHz, CDCI3) : 6 5,34 (m, 2 H, -CH= ) ; 4,16 (t, J - 6, 6 
Hz, 2 H, -CH:-0-C(0) -) ; 3,82 (s, 2 H, BrCH:-C ( O) - ) ; 2,00 (m, 4 H, 
-CH,:-CH=)/ 1,67 (m, 4 H, -CHc-CH:--0-C (O) - ) ; 1,30 et 1,26 (2 s, 22 
H, -CH;:-); 0,87 (t, J « 6, 3 Hz, 3 H, Me-) • 

Lipides cationiques isomc^res ANII 16 Fl et ANII 16 F2 
De 1 ' iodom6 thane (1 ml) est additionn6 <^ unc solution de 
diamide ANI 181 (316 mg, 0,49 mrnole) dans 1 • ac6tonitrile (5 ml) 
et le m61ange est chauff^ au reflux pendant 4 h. Apr^s 
ref roidissement , la solution est concentr6e sous pression 
r6duite et le brut r6actionnel jaun^tre est purifi6 par 
chromotographie sur colonne de gel de silice (61uant 
: §ther/dichlorom6thane/m6thanol 60/35/5 puis 

dichlorom6thane/m6thanol 85/15) pour donner deux lipides 
cationiques isom^res ANII 16 Fl (142 mg; 31%) et ANII 16 F2 (245 
mg; 54%) . 

ANII 16 Fl : F = 148 *C. RMN-^H (200 MHz, CDCI3--CF3CO2D) : 6 5,09 
(s large, 4 H, N'-CH^-C (O) -) ; 4,79 et 4,50 (2 d larges, J = 11 
Hz, 8 H, -CH2-N'); 3,85 (s, 6 H, Me-N*); 3,31 (m, 8 H, -CHJ :N- 
C(0)- ); 1,58 (m, 8 H, -CH.^-CH.. ) ^N-C (O) - ) ; 1,27 (s large, 40 H, - 
CH;.-); 0,88 (t, J = 6,3 Hz, 12 H, Me-). 

ANII 16 F2 : F = 143*C. RMN-^H (200 MHz, CDCl ^-CF^CO.D) : 5 5,21 
(s large, 4 H, N*-CH2-C (O) -) ; 5, 00-4,80 et 4, 60-4, 40 (2 m, 8 H, - 

CH2-N*); 3,82 (s, 6 H, Me-N*); 3,33 (m, 8 H, -CH2) 2N-C (O) -) ; 1,60 
(m, 8 H, -CH2-CH2)2N-C(0)-) ; 1,27 (s large, 40 H, -CH2-); 0,88 
(t, J = 6, 3 Hz, 12 H, Me-) . 

Lipides cationiques isom^res ANII 22 Fl et ANII 22 F2 
La meme procedure que pour les lipides cationiques ANII 16 
permet la preparation des lipides cationiques ANII 22 Fl (168 
mg; 29%) et ANII 22 F2 (255 mg; 45%) ^ partir du diamide ANII 21 
(4 00 mg; 0,603 mrnole) et d » iodom6thane (1 ml). 
ANII 22 Fl : F = 144-145''C. 

RMN-'H (200 MHz, CDCl3-CF3CO,D) : 5 5, 05-4, 10 (m, 12 H, N^-CH.- 
C(0)- et -CH2-N*); 3,62 (s, 6 H, Me-N') ; 3,29 (m, 8 H, -CH2)2N- 
C(0)-); 2,78 (m, 2 H, -N'~CH2-CH2-CH2-N'-) , 1,57 (m, 8 H, -CH2- 
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CH:):N-C(0)-) ; 1,28 (s large, 40 H, -CHj-); 0,88 (t, J = 6, 3 Hz, 
12 H, Me-) . 

ANII 22 F2 : 122-124'*C- 

RMN-M-i (200 MHz, CDCl »-CF ,CO,.D) : 5 5,10-4,25 (m, 12 H, N'-CH;;- 
C(0)- Gt -CH::-N*); 3,65 (s, 6 H, Mc-N*); 3,30 (m, 8 H, -CH;;);:N- 
C(0)-); 2,75 (m, 2 H, -N'-CH. >-CM.»-CHj-N*- ) , 1,58 (m, 8 H, -CH*- 
CHj), N-C (O) -) ; 1,27 (s large, 40 H, -CH,-); 0,88 (t, J - 6, 4 Hz, 
12 H, Me-) . 

Lipides cationiques isom^res ANII 39 Fl et ANII 39 F2 
Une solution de N, N ' -diin6thyl-l , 4-piperazine (26 mg ; 0,226 
mmole) et de 2-bromoac6tate d*ol6yle (220 mg ; 0,565 mmole) dans 
1 ' acetonitrile (5 ml) est chauffee a reflux pendant 16 h. La 
solution est concentr6e sous pression reduite et le residu est 
purifie par chromatographie sur colonne de gel de silice (61uant 
: acetate d ' 6thyle/dichlorom6thane/m6thanol 40/45/15 puis 
40/40/20) pour donner les deux lipides cationiques isom^res ANII 
39 Fl (75 mg ; 37%) et ANII 39 F2 (40 mg ; 20'*) • 
ANII 39 Fl : F = 173-175**C. 

EyylN-^H (200 MHz, CDCl j-CF.COcD) : 6 5,36 (m, 4 H, -CH=); 4,79 (s 
large, 4 H, N*-CH:-C (O) - ) ; 4,65 et 4,35 (2 d larges, J = 11 Hz, 8 
H, -CH.:-N'); 4,26 (t, J = 6,8 Hz, 4 H, -CHr-O-C (O) - ) ; 3,74 (s, 6 
H, Me-N'); 2,02 (m, 8 H, -CH:>-CH-) ; 1,68 (m, 4 H, -CHn-CHc-0- 
C(0)-); 1,29 (s large, 40 H, -CH:-) ; 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 6 H, 
Me-) 

ANII 39 F2 : F = 163-165*'C. 

RMN-^H (200 MHz, CDCl J-CF3CO2D ) : 5 5,36 (m, 4 H, -CH=) ; 4,84 (s, 
4 H, N*-CH2-C(0)-) ; 4,70-4,30 (m, 8 H, -CH2-N*) ; 4,25 (t, J = 6,9 
Hz, 4 H, -CH2'-0-C(0) -) ; 3,75 (s, 6 H, Me-N'); 2,02 (m, 8 H, -CH.- 
CH=); 1,67 (m, 4 H, -CH2-CH2-O-C (0 ) - ) ; 1,29 et 1,27 (2s, 40 H, 
-CH2-) ; 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 6 H, Me-) 
Diamide ANII 151 

La meme procedure que pour le diamide ANI 181 permet la 
preparation du diamide ANII 151 (197 mg; 84'%) sous forme d'une 
huiie incolore a partir de 2-bromo-N, N-di ( t^trad^cyl) ac^tamide 
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(310 mg; 0,584 mmole) et d ' homopiperazine (23 mg; 0,23 mmole) en 
presence de diisopropylethylamine (60 mg; 0,47 mmole). 
RMN-^H (200 MHz, CDCIO : 5 3,30 (s, 4 H, N-CH^-C (O) - ) , 3,28 (m, 
8 H, -CH.:) rN-C (O) -) ; 2,77 (m, 8 H, N-CH,-CH,-CH..-N et N-CH;'-CH:.- 
N); 1,82 (m, 2 H, N-CH,-CH. -CH..-N) ; 1,53 (m, 8 II, -Clj.>-Cll, ) rN- 
C(0)-); 1,26 et 1,25 (2 s, 88 H, -CHj-); 0,80 (t, J - 6,4 IIz, 12 
H, Me) . 

Lipides cationiques isomt^res ANII 152 Fl et ANII 152 F2 
La meme procedure que pour les lipides cationiques 7VNII 16 
permet la preparation des lipides cationiques ANII 152 Fl (58 
mg; 30i) et ANII 152 F2 (84 mg; 44%) ^ partir du diamide ANII 
151 (150 mg; 0,150 mmole) et d ' iodomethane (1 ml), 
ANII 152 Fl : F = 130*C. 

P^N-^H (200 MHz, CDCl..-CF,COjD) : 5 5,15-4,30 (m, 12 H, N^-CHj- 
C(0)- et -CHj-N*); 3,70 (s large, 6 H, Me-N'); 3,30 (m, 8 H, - 
CHj) ,.N-C (O) -) ; 2,81 (m, 2 H, •-CH..-CH:-CH,-N* - ) , 1,59 (m, 8 H, - 
CH„*-CH;):.N-C(0)-) ; 1,26 (s large, 88 H, -CH..-); 0,88 (t, J = 6, 4 
Hz, 12 H, Me-) . 
ANII 152 F2 : F - 118**C. 

RMN-^H (200 MHz, CDCl ,-CF*CO,D) : 5 5, 20-4,20 (m, 12 H, N*-CH:- 
C(0)- et -CH:-N*); 3,67 (s large, 6 H, Me-N*); 3,30 (m, 8 H, - 
CHc) .-:N-C{0) -) ; 2,86 (m, 2 H, -N*-CH:-CH::-CH:-N*- ) , 1,57 (m, 8 H, - 
CH:^-CH2):N-C(0)-) ; 1,25 (s large, 88 H, -CH.-) ; 0,87 (t, J = 6,4 
Hz, 12 H, Me-) . 

Lipides cationiques isom^res ANII 150 Fl et ANII 150 F2 
La meme procedure que pour les lipides cationiques ANII 39 
permet la preparation des lipides cationiques ANII 150 Fl (61 
mg; 31%) et ANII 150 F2 (37 mg; 191) a partir de 2-bromo-N,N- 
di ( t^trad^cyl) ac^tamide (220 mg; 0,415 mmole) et de N,N*- 
dim6thyl-l , 4-pip6razine (19 mg; 0,17 mmole). 
ANII 150 Fl : F lll^C. 

RMN-^H (200 MHz, CDCl3-CF3CO.:D) : 6 4, 88 (s large, 4 H, N'-CHs" 
C(0)-); 4,70 et 4,39 (2 m, 8 H, -CHo-N^); 3,73 (s, 6 H, Me-N*); 
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3,28 (m, 8 H, -CH;: ) :N-C (O) - ) / 1,56 (m, 8 -CH^-CH: ) ^N-C (O) - ) ; 

1,26 (s large, 88 H, -CH^-) ; 0,88 (t, J = 6, 4 Hz, 12 H, Me-). 
ANII 150 F2 : F = 100~102*'C, 

RMN-^H (200 MHz, CDCl »-CF,COrD) : 6 5,02 (s large, 4 H, N*-CH,--* 
C<0)-); 4, 90-4, 65 et 4, 50-4, 25 (2 m, 8 H, -CH.^-N'); 3,71 (s, 6 H, 
Me-N*); 3,29 (m, 8 H, -CHj) :.N-C (O) -) ; 1,56 (m, 8 H, -CH;?-CH:; ) --N- 
C(0)-); 1,25 (s large, 88 H, -CH;.-); 0,88 (t, J =» 6,4 Hz, 12 H, 
Me-) . 

Lipides cationiques isomdres ANII 157 Fl et ANII 157 F2 
La meme procedure que pour les lipides cationiques ANII 39 
permet la preparation des lipides cationiques ANII 157 Fl (65 
mg; 33'i) et ANII 157 F2 (22 mg; 11%) ^ partir du 2-bromo-N, N- 
diol6ylac6tainide (136 mg; 0,211 mmole) et de la N, N ' -dim6thyl- 
1, 4-pip6razine (16 mg ; 0,14 mmole). 
ANII 157 Fl : 

RMN-^H (200 MHz, CDClj) : 5 5,48-5, 30 (m, 12 H, -CH= et N*-CH2- 
C(0)-); 4,95 et 4,74 (2 m, 8 H, -CH^-N*); 4,03 (s large, 6 H, Me- 
N*); 3,29 (m, 8 H, -CH^ ) ^N-C (O) - ) ; 2,01 (m, 16 H, -CH:-CH=) ; 1,53 
(m, 8 H, -CHr-CHj-N-C(O)-) ; 1,28 et 1,27 (2 s larges, 88 H, -CH:- 
); 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 12 H, Me-) 
ANII 157 F2 : 

RMN-^H (200 MHz, CDCI3) : 5 5, 45 (m, 4 H, N'-CH:-C (O) - ) ; 5,34 (m, 
8 H, -CH=); 5,09 et 4,66 (2 m, 8 H, -CH2-N+) ; 3,99 (s large, 6 

H, Me-N*); 3,25 (m, 8 H, -CHj-N-C (O) -) ; 2,00 (m, 16 H, -CHz-CH*) ; 

I, 52 (m, 8 H, -CH2-CH2-N-C(0)-) ; 1,27 (s large, 88 H, -CH2-) ; 
0,87 (t, J = 6,4 Hz, 12 H, Me-). 

Exemple 14 

Analyse de nouveaux complexes lipidiques 

1. Formulation des complexes ADN/lipide cationique par 
melange avec un solvant 

Les quantit^s requises de chacun des lipides cationiques sont 
mesur^es et dissoutes dans un melange CHCls/MeOH (v/v : 1/1) . Si 
n^cessaire, une quantity ^quimolaire de DOPE (Avanti Polar 
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Lipids, Alabaster, AL) est ajoutee a partir d'une Evaporation 
(Labconco Rapidvap Model 79000 ; UniEquip) A 45**C, 40rpm durant 
45 minutes sous vide, Le film lipidique obtenu est resolubilisE 
pour obtenir une concentration lipidique totale de 50 mg/ml dans 
un melange 6thanol/DMS0 (v/v : 1/1) . La suspension lipidique est 
ensuite rapidement m61ang6e avec 20 mM HEPES, pH 7,5 afin 
d' obtenir une concentration finale en lipide de 5 mg/ml. La 
formation des complexes avec I'ADN plasmidique purifi6, une 
preparation ^ 1 mg/ml de plasmide dans du TE (10 mM TRIS, 1 mM 
EDTA, pH 7,5) est dilute avec 20 mM HEPES, pH 7.5 afin d'obtenir 
la concentration d6sir6e et additionn6e de suspension lipidique 
telle que d6crite auparavant afin d'atteindre une concentration 
en ADN de 0.1 mg/ml au rapport de charges souhait6. Par 
ailleurs, afin d'obtenir des complexes de petites tallies et 
afin d'eviter les probl^mes de precipitation, il est important 
de m61anger les composes rapidement par aspiration/propultion h 
I'aide des pipettes. Toutes les preparations sont conserv6es A 
4'C avant leur utilisation. 

2. Formulation des complexes ADN/lipide cationique par 
melange avec un detergent et dialyse 

Les quantites de lipide sont calcuiees afin d'obtenir des 
complexes ADN/liide ^ 0.1 mg d*ADN/ml et au rapport de charges 
souhaite. Apres sEchage de la solution lipidique (2 mM) , le film 
lipidique est repris dans une solution d'HEPES, pH 7.5, 20mM 
renfermant 20 mM n-octyl p-D-glucopyranoside ^ un rapport de 
poids detergent / lipide de 5/1. La solution an ADN plasmidique 
est preparee ^ partir d'une solution mere ^ Img/ml . La 
suspension lipidique est ajoutee A I'ADN par un pipetage rapide 
et repete afin d' obtenir une concentration en acide nucieique de 
0.1 mg/ml et un rapport de charge 10. Le detergent est eiimine 
par une etape de dialyse centre 20 Mm hepes, pH 7 . 5 pendant 3 ^ 
4 heures (limite d' exclusion : 13kD ; Sartorius) . 
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3. Transfection in vitro avec les complexes ADN/lipides 
cationiques 

Les cellules A549 (cellules humaines 6pith61iale de cancer 
pulmonaire) sent cultiv^es seion les conditions standard dans 
des plaques de microti tration pendant 24 heures. Les complexes 
sont pribpards selon I'une des techniques d6crites ci-dessus. Une 
serie de dilutions en cascade des complexes (2 ii 0.01 de 
plasmide complex^) est r6alis6e, Ces dilutions sont ajout6es 
(225 pi) aux cellules cultiv6es. 4 heures apr6s le d6but de 
1 ' incubation, 25 \xl de s6rum de veau f^tal sont ^ventuellement 
a jout6s . 

La transfection est arret^e apr^s 48 heures. Le milieu de 
culture est enlev^ avec 100 \il de PBS, puis lys^es avec 50 %1 de 
tampon de lyse (Promega). Jusqu'au moment de la mesure de 
l'activit6 luciferase, les cellules lys^es sont conservdes ^ 
--80**C. L'activit^ luciferase est mesur^e sur une alicote de 
20 pi a I'aide d*un luminom^tre Berthoid LB96P- Une gamme 
standars etalon est r6alis6e en parall^le afin de corr^ler 
1' activity mesur^e en RLU avec la quantity exprim^e en fg de 
luciferase exprim^e. La mesure en protdine est effectu^e selon 
la procedure standard BCA telle que propos^e par le fournisseur 
(Pierce) . 

4 , R^sultats 

Les Figures 1 ci 14 montrent les r6sultats observes apr^s 
transfection in vitro avec des complexes renfermant les lipides 
(pcTG 51 A pcTG54, pcTG57 ^ pcTG60) . Les quantit6s d'ADN varient 
de 0.5 ii 0.01 pg par puits, en presence ou en 1' absence de DOPE, 
pour des rapports de charges variant de 0.8 10 (voir figures). 

pcTGSl est un lipide cyclique diamine, dont la partie 
hydrophobe est 2xCi4 et aucune double liaison, renfermant 2 
charges positives : 

pcTG52 est un lipide cyclique diamine, dont la partie 
hydrophobe est 2xCi4 et aucune double liaison, renfermant 2 
charges positives 
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pcTG53 est un lipide cyclique diamine, dont la partie 
hydrophobe est 2xCi4 et aucune double liaison, renfermant 2 
charges positives ; ce compost renferme un groupe hydroxyle 
(voir description) qui le rend plus hydrophile ; 

pcTG54 est un lipide cyclique diamin<fj, dont la partie 
hydrophobe est 2xCu et aucunc double liaison, renfermant 2 
charges positives ; 

pour la synthase de pcTG 51 pcTG54 voir les exemples 
precedents ; 

pcTG57 est un lipide cyclique diamine, dont la partie 
hydrophobe est 4xCo et aucune double liaison, renfermant 2 
charges positives ; 

pcTG58 est un lipide cyclique diamine, dont la partie 
hydrophobe est 4xCb et aucune double liaison, renfermant 2 
charges positives ; 

pcTG57 et pcTG58 sont I'isom^re 1 ' un de 1* autre (voir 
description) 

pcTG59 est un lipide cyclique diamine, dont la partie 
hydrophobe est 4xCo et aucune double liaison, renfermant 2 
charges positives ; 

pcTG60 est un lipide cyclique diamine, dont la partie 
hydrophobe est 4xCn et aucune double liaison, renfermant 2 
charges positives ; 

pcTG59 et pcTG60 sont I'isomdre 1 ' un de 1 ' autre (voir 
description) . 

Les resultats observes avec les lipides pr6par6s seion la 
technique d^crite en 1 ou en 2 sont identiques. 

Les conclusions des r6sultats proposes sur les figures 1 ^ 14 
sont : 

- les complexes renfermant le pcTG51 (figures 1 et 2) : la 
presence de DOPE permet d'am61iorer consid6rablement 
l*efficacit6 de la transf ection, notamment en presence de s6rum. 
Un rapport de charge inf6rieur ^ 1,25 n'est pas favorable ^ la 
transf ection. 
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- les complexes renfermant le pcTG52 (figures 3 et 4) : le 
meme constat peut etre effectue concernant la presence de DOPE. 
N^anmoins/ en presence de DOPE, et pour un rapport de charge 
0.8, on observe ici une efficacit6 de transfection convenable. 

5 - ies complexes renfermant le pcTG53 (figures 5 et 6) : 

pour ce lipide, il semble quo le choix du rapport do charge ait 
une importance plus d^terminante quant ii l'efficacit6 de la 
transfection obtenue. L' addition de DOPE permet de corriger 
1 ' ef f et inhibant du s6rum, 

10 - les complexes renfermant le pcTG54 (figures 7 et 8) : 

1' addition de DOPE dans la formulation des complexes 
correspondants ne semble pas jouer un rdle determinant par 
rapport aux resultats observes. 

les complexes renfermant le pcTG57 (figure 9) : la 

15 presence de DOPE permet d'ameliorer I'efficacite de la 
transfection ; le s^rum n'a pas d' influence sur cette 
ef f icacit6 . 

- les complexes renfermant le pcTG58 (figure 10) : la DOPE 
permet de corriger I'effet inhibant du serum sur la 

20 transfection. 

- les complexes renfermant le pcTG59 (figures 11 et 12) ou 
les complexes renfermant le pcTG60 (figures 13 et 14) : la 
presence de DOPE permet d^am^liorer consid6rablement 
I'efficacite de transfection des complexes renfermant un tel 

25 liide, en presence ou en 1' absence de s6rum. 
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REVENDICATIONS 

1. Complexe comprenant au moins un lipide et au moins une 
substance th6rapeutiquement active, utilisable pour le transfert 
5 de ladite substance I'int^rieur d'une cellule cible, 

caract6ris6 en ce que ledit lipide est de formule I : 

\ / \ / 

N N 



dans laquelle : 

n^ identiques ou diff6rents sont des nombres entiers choisis 
15 parmi 0 ou 1, 

Ri, Rj identiques ou diff^rents, sent : 

a) choisis parmi le groupe const itue par un atome 
d'hydrogene et des radicaux alkyle de 1 ^ 6 atomes de carbone 
^ventueilement substitu6s, ind^pendamment les uns des autres, 

20 par un radical hydroxyle, ou 

b) selon un cas particulier pour lequel ni = n: = 1, Ri et 
R: peuvent former ensemble une chalne divalente alkyl^ne de 2 ^ 
3 atomes de carbone (C2~C3), 

R.w Ro identiques ou diff^rents sont des radicaux alkyle de 1 ^ 
25 6 atomes de carbone ou peuvent former ensemble une chaine 
divalente alkyl^ne de 2 ^ 3 atomes de carbone (C2-C3) , 
m, p identiques ou diff^rents sont des nombres entiers compris 
entre 1 et 10, 

^bt Rcif identiques ou diff^rents sont choisis dans le groupe 
30 constitu^ par les radicaux de formule : 
1) R7 C{=0)-X- dans laquelle : 
X = NH, 0, S, 

R7 est un radical de 6 ^ 23 atomes de carbone (C6-C23) alkyle ou 
alc^nyle, lin^aire ou ramifi6, 
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2) R9R9NC(=0)- dans iaquelle : 

Re/ Ro, identiques ou diff^rents sont choisis parmi le groupe 
constitue par 1' atome d'hydrogdne ou des radicaux de 6 ^ 23 
atomcs de carbone alkyle ou alc^nyie, lin6aires ou ramifies, ^ 
la condition que R,u R«i ne puissent correspondre simultancment A 
i'atome d'hydrog^ne, 

3) et I'un des radicaux R.^, Ro pouvant en outre correspondre A 
I'atome d' hydrogSne , 



2. Complexe selon la revendica tion 1 caract6ris6 en ce que 
iedit lipide est est un lipide de formule VII : 

Ro 0 



dans Iaquelle : 

20 nx, identiques ou diff brents sont des nombres entiers choisis 
parmi 0 ou 1 , 

Ri, R: identiques ou diff^rents, sont 

a) choisis parmi ie groupe constitu^ par un atome 
d'hydrog^ne et des radicaux alkyle de 1 ^ 6 atomes de carbone 

25 eventuellement substitu6s, ind6pendamment les uns des autres, 
par un radical hydroxyle, ou 

b) selon un cas particulier pour lequel rii = n2 = 1, Ri et 
Rc peuvent former ensemble une chaine divalente alkyl^ne de 2 ^ 
3 atomes de carbone (C2-C3), 

30 Rj, R^, identiques ou diff^rents sont des radicaux alkyle de 1 A 
6 atomes de carbone ou peuvent former ensemble une chaine 
divalente alkyl^ne de 2 ^ 3 atomes de carbone (C2-C3), 
m, p identiques ou diff^rents sont des nombres entiers compris 
entre 1 et 10, 
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Rer Rq, identiques ou diff brents sont choisis parmi le groupe 
consistant en I'atome d' hydrog^ne ou des radicaux de 6 ^ 23 
atomes de carbone alkyle ou alc6nyle, iin^aires ou ramifies, a 
la condition que R,,/ R.) ne puissent correspondre simuitanement A 
I'atome d'hydrog^ne, et 

les radicaux NRnR.j de chaque c6t6 de la molecule peuvent Gtre 
dif f 6rents . 



3. Complexe selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que 
ledit lipide est un lipide de formule II: 

(Ri)rU / (R2)n2 

N N 

R7-C-IIN-(Cll2),„'^ / (CIIa)p-NH-C.K7 

a II II 



dans laquelle : 

Ui, n: identiques ou diff^rents sont choisis parmi les nombres 
entiers 0 ou 1, 

Ri, R2, identiques ou diff^rents sont choisis parmi le groupe 
consistant en un atome d' hydrog^ne et des radicaux alkyle de 1 ^ 
6 atomes de carbone, 6ventuellement substitu^s, ind^pendamment 
les uns des autres, par des radicaux hydroxyles, avec, dans le 
cas particulier ou ni = n: 1, Rx, R. peuvent former ensemble 
une chaine divalente alkyl6ne de 2 ^ 3 atomes de carbone, 
m, p identiques ou diff6rents sont des nombres entiers compris 
entre 1 et 10, 

R7 identique ou different est un radical de 6 A 23 atomes de 
carbone alkyle ou alc6nyle, lin6aire ou ramifi6. 
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4 . Compiexe selon 
caract^ris^ en ce que 

. Ri et/ou R2 ou, 

. Rx et/ou R4 
est Ic radical m6thylG. 



62 
1 ' une 



des revendications 



10 



5. Compiexe selon I'une de£ 
caract6ris6 en ce que 
. Ri et R: et/ou 
. Ri et R4 

forment ensemble une chaine 6thyl6ne, 



revendications 



6, Compiexe selon I'une des 
caracteris6 en ce que 
15 . Ri et R2 et/ou 

• Ri et R4 

forment ensemble une chaine propylene. 



revendications 



7. Compiexe selon I'une des revendications 1 ci 6 
20 caract6ris6 en ce que m et/ou p sont des nombres entiers compris 
entre 1 et 6. 



25 



8 . Compiexe selon les revendications 1 ou 3 caract^ris^ en 
ce que les radicaux R7 C(=0), identiques ou diff6rents sont des 
radicaux de 13 ^ 18 atomes de carbone , notamment les radicaux 
ol^oyle^ st^aroyle, palmitoyle, myristoyle. 



30 
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9. Complexe selon les revendications 1, 3 ou 8 caracteris6 
en ce que ledit lipide est choisi dans le groupe constitu6 par 
les composes de formule suivante : 



O 

h 

C13H27 



/■ 

NH 



-N N- 

\ / 



pcTG23 



HN 



O 

C13H27 



III 



o 



/ 

C13H27 



-NH 



H3C. / \ CHj 
-N N 



"^N 1 



\ 



IV 



pcTG24 



C13H27 




10 10, Complexe selon les revendications 1 ou 3 caract6ris6 

en ce que Rb/ R9 sont choisis parmi les radicaux de 6 ^ 23 atomes 
de carbone alkyle ou alc^nyle. 
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11, Complexe selon les revendications 1,3 ou 10 caracterise 
en ce que lesdits lipides sont choisis dans le groupe constitu^ 
par les composes de formulas suivantes : 



H.,C 



CH. 



CaHi7 O O 



pcTG40 



\ 



CflH 



8^17 



CsH 



17 



VIII 



C«H 



8^17 




IX 



pcTG42 



10 



15 



20 
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N(oclyl)2 



r 



N(octyl)2 



O 



N 



2 X" 



r 



Diamidc AN1 101 



•ANII 1G F1. ANIl 1G F2 : R =-(0112)7^0, X = 1" 
ANII 150 Fl. ANII 150 F2 : R =-(CH2)nMc, X = Dr" 
ANll 157 Fl, ANII 157 F2 : R = olcylc, X = Dr" 




Mc NR2 
•Nt 



Q 



Mc 




. 2 1 



NR, 



ANII 22 Fl , ANII 22 F2 : R = -(CH2)7Mc 
ANI1 152 Fl, ANI1 152 F2 : R = -(CH2)nMo. 



30 



NR, 




NR2 



Diamidc ANII 21 : R = -(CH2)7Mo 
Diamidc ANI1 151 : R = -(CH2)i3Mc 
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12. Complexe selon la revendication 1 caract^rise en ce que 
ledit lipide est de formule X : 



P / \ /\ 

R9ReNC.(CH2)u» (CH2) p-H 



dans laquelle : 

Hi, identiques ou diff6rents sent des entiers choisis parmi 0 
ou 1, 

Ri, R:, identiques ou diff6rents^ sont 

a) choisis parmi le groupe constitu6 par un atome 
d'hydrog^ne et des radicaux alkyle de 1 ^ 6 atomes de carbone 
^ventuellement substitu6s par un radical hydroxyle, ou 

b) selon un cas particulier pour lequel ni = n: = 1, et 
peuvent former ensemble une chaine divalente alkyl^ne de 2 ^ 

3 atomes de carbone (C2-C3), 

m, p identiques ou diff^rents sont des nombres entiers compris 
entre 1 et 10, 

Re/ R9/ identiques ou diff^rents sont choisis parmi le groupe 
constitu^ par 1' atome d'hydrog^ne et des radicaux de 6 A 23 
atomes de carbone alkyle ou alc^nyle, lin^aires ou ramifi^s^ A 
la condition que R9/ R9 ne puissent correspondre simultan6ment ^ 
1' atome d'hydrogfene. 

13. Complexe selon la revendication 12 caract6ris6 en ce 

que : 

. Rir R2 ou 
. R3/ R4 

sont le radical m6thyle ou hydroxy^thyie . 
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14- Complexe selon la revendication 12 caracterise en ce 

que : 

, Ri et Rz ou 
. R.I et R4 

Eormcnt ensemble une chalne ethylene. 

15. Complexe selon la revendication 12 caractcjrii>6 en ce 

que : 

. Ri et Rj ou 
. Ri et R^ 

forment ensemble une chalne propylene . 

16. Complexe selon I'une des revendications 12 ^ 15 
caracterise en ce que m est un nombre entier compris entre 1 et 
6 et p=l. 

17. Complexe selon I'une des revendications 12 ^ 16 
caract6ris6 en ce que Ru, R.. sont choisis parmi les radicaux de 6 
A 23 atomes de carbone alkyle ou alcenyle. 

18. Complexe selon i'une des revendications 12 a 17 
caracterise en ce que lesdits lipides sont choisis dans le 
groupe constitu^ par les composes de formules suivantes : 




CH3 



CH3 



XI 



pcTGSO 
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HaC. 



C14H 



29 ' 



C 14H29 



/ \ 

N 

\ / 



.CH3 



XII 



'ur-.r 



pcTG5I 



C14H29 



C14H29 



N- 



— N* Nt<r 

I I CH3 

CH3 CH3 



XiU 



O 'BrM 



pcTG52 




XIV 



pcTG53 



CH3-(CH2)7-CH=Cn-( 0112)8 



CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)8 / 



KsC / \ /CH3 



pcTG54 



5 
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CH3-(CH2)7-CH=Cn-(CH2)g 

IN <X 

CH3-(CH2)7-CH=CH-(Cn2) / 




IkTGSS 



19, Complexe selon 1' une des revendications 1 a 18 
caracteris^ en ce que ledit lipide est 1' un, 1' autre ou un 
melange des deux diastereoisom^res (cis et/ou trans) 
Gorrespondant audit lipide . 

20, Complexe selon I'une des revendications 1 a 19 
caract^rise en ce qu' il comprend en outre au moins un adjuvant 
susceptible d'ameiiorer la formation des complexes entre undit 
lipide et une dite substance th^rapeutiquement active, ou 
d'ameliorer le f onctionnement de ces complexes vis-A-vis de la 
cellule . 



21. Complexe selon la revendication 20 caract6rise en ce 
que ledit adjuvant est un lipide neutre ou zwi tter ionique, tel 
que par exemple un triglyceride, un diglyceride, le 
cholesterol , qui derive d' une phosphatidyl ^thanolamine (PE) , 
phosphatidylcholine, phosphocholine, sphyngomy61ine, c^ramide ou 
c^r^broside, de fagon pr6f6r6e la dioleoylphosphatidyl 
ethanolamine (DOPE) ou la phosphatidyl 6thanoiamine (PE) , 

22. Complexe selon la revendication 21 caract^rise en ce 
que le rapport en poids entre le lipide et ledit adjuvant est 
compris entre 0,1 et 10. 
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23* Complexe selon les revendications la 22 caracterise 
en ce que iadite substance th^rapeut iquement active est choisie 
parmi les acides nucl^iques et les prot<§ines, de pr6f^rence, la 
substance active du complexe est un polynucl<&ot ide . 

24. Complexe selon les revendications I ^ 23 caract6ris6 
en ce que le rapport entre le nombre de charges positives du 
lipide cationique et le nombre de charges negatives de la 
substance th^rapeutiquement active soit compris entre 0,05 et 
20, notamment entre 0,1 et 15 et de pr6f6rence entre 5 et 10. 

25. Complexe selon la revendication 1 caracterise en ce que 
le lipide est choisi parmi le groupe consistant en : 

- lipide selon la revendication 1 pour lequel Ri=Rj=m6thyle ; 
RiR^ forment ensemble une chaine ethylene, m=3, p=3, 
R.,= R..=NHC(=0)CiaHj7 (pcTG2 4) ; 

lipide selon la revendication 1 pour lequel Ri=R-=Rj=R4= 
m6thyle , R.,=R,;= C (=0) -N (CuHiO.- tpcTG42) . 

26. Utilisation d' un complexe selon les revendications 1 ^ 
25 pour la preparation d'un medicament ^ but curatif, pr^ventif 
ou vaccinal, destine au traitement du corps humain ou animal, 
notamment par therapie genique. 

27. Utilisation d' un complexe selon les revendications 1 A 
25 pour transferer au moins une substance therapeutiquement 
active, plus particuli^rement un acide nucieique, dans des 
cellules cibles in vitro. 

28. Utilisation selon la revendication 26 caracterisee en 
ce que ledit medicament est destine ^ etre administr6 par voie 
intramusculaire, intra tracheale, intranasale, intracerebrale, 
intrapleurale, intratumorale, intracardiaque, intragastrique, 
intraperitoneale , epidermique , intraveineuse , intraarterielle . 
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29, Procede pour introduire une substance therapeutiquement 
active comportant des charges negatives a 1' interieur d' une 
cellule^ caract6ris6 en ce que I'on met en contact des cellules 
5 cultiv6es sur un milieu appropric avec unc suspension de 
complexe selon 1' une des revendica tions 1 ci 25 et en cc qu' aprO:s 
un certain temps d' incubation ies cellules sont iav6es et 
r6cupt^r6es • 

10 30. Preparation pharmaceutique comprenant au moins un 

complexe selon I'une des revendications 1 ^ 25 et renfermant 
eventuellement au moins un adjuvant capable de stabiliser ladite 
preparation pharmaceutique en vue de son stockage par exemple 
et/ou d'ameliorer le pouvoir de transfection dudit complexe, 

15 

31. Preparation pharmaceutique selon la revendication 30 
caract^risee en ce que ledit adjuvant est choisi parmi le groupe 
consistant en la chloroquine, un compos6 polaire protique 
notamment choisi parmi le propylene glycol, ie polyethylene 

20 glycol, le glycerol, I'^thanol, le 1-methyl L -2-pyrro lidone ou 
leurs derives, ou un compose polaire aprotique notamment choisi 
parmi le dimethylsulf oxide (DMSO), le di^thylsulf oxide , le di-n- 
propylsulf oxide , le dimethylsulf one , le sulfolane^ la 
dimethylf ormamide, le dim^thylacetamide , la tetram6thylur6e, 

25 1' ac6tonitrile ou leurs d^riv^s. 
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